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RESUMO 
Enzimas como a lipase tem sido amplamente utilizadas no tratamento de efluente com 
elevado teor de lipídios como os gerados pelas indústrias alimentícias. A produção de 
lipase por micro-organismo como a levedura Yarrowia lipolytica em meios de cultura 
com uso de resíduos agroindustriais pode promover um aumento da expressão da 
atividade enzimática, além de representar uma alternativa econômica viável e de mitigar 
os impactos ambientais causados pelo acúmulo e descarte desses rejeitos no 
ambiente.  Nessa perspectiva, o soro de queijo representa uma alternativa nutricional 
de baixo custo para produção de lipases por micro-organismos. Neste trabalho, foi 
investigado a produção de lipases por Y. lipolytica em meio alternativo com utilização 
do soro de queijo, e a formulação e caracterização de um bioproduto com atividade 
lipásica a ser empregado no tratamento de efluente lácteo (soro de queijo). A análise da 
influência dos fatores:  pH, temperatura, substratos (soro de queijo e azeite de oliva), 
estabilizantes (glicerol e triton X-100) e do tempo, foram realizadas por sucessivos 
planejamentos fatoriais  tendo como variáveis resposta a produção e caracterização da 
estabilidade da enzima lipase. Para a formulação do bioproduto com atividade lipásica o 
líquido metabólico foi concentrado por um processo de ultrafiltração e posteriormente 
submetido ao processo de estabilização. A investigação sobre análise da degradação 
de efluente foi realizado através de um planejamento fatorial avaliando o efeito do 
bioproduto formulado e de um composto comercial Nutriente no período de 48h sobre 
variáveis respostas: redução de teor lipídios, DQO e DBO. Os resultados sobre a 
produção da enzima lipase demonstraram que a maior produção de lipases (172 U/mL) 
ocorreu no meio composto por 80% de soro de queijo na ausência de azeite de oliva e 
pH 6,0 em 120 horas de cultivo. O processo de ultrafiltração empregado para a 
concentração do bioproduto possibilitou um aumento da atividade lipásica para 235 
U/mL. De outro lado, resultados significativos sobre a estabilidade máxima da atividade 
lipásica de 420 U/mL e 398 U/mL foram determinadas respectivamente após 
armazenamento por 22 e 32 dias do bioproduto formulado na presença de glicerol 6,0 
% e do surfactante triton X-100 0,1 %. Quanto a caracterização para estabilidade do 
bioproduto formulado observou-se o pH ótimo para 4,5 e 7,0 mantendo 82% de sua 
atividade após 90 minutos de incubação e para temperatura verificou-se que após 90 
  
  
minutos de incubação a 60 0C a retenção de atividade lipásica foi de 94%. O preparo do 
formulado lipásico apresentou taxas de hidrólise elevadas para o tratamento de efluente 
lácteo com soro de leite. Os parâmetros da DQO, DBO e lipídios de efluente adotados 
na avaliação da eficiência do tratamento mostraram que o bioproduto formulado 
promoveu uma redução significativa destes parâmetros mostrando eficiência superior a 
90%. Dessa forma, os resultados sobre a estabilidade do bioproduto formulado e do 
tratamento de efluente lácteo indicam o seu potencial para aplicações biotecnológicas. 
 
Palavras chave: lipase, estabilidade de enzimas, efluente lácteo, tratamento biológico. 
 
  
  
  
  
ABSTRACT 
Enzymes such as lipase has been widely used in the treatment of effluents with a high 
content of lipids such as those generated by the food industries. The lipase production 
by microorganism such as yeast Yarrowia lipolytica in culture media with the use of 
agro-industrial waste can promote an increase in expression of the enzyme activity, and 
represents a viable economic alternative to mitigate environmental impacts caused by 
the accumulation and disposal these wastes into the environment. In this perspective, 
the whey is a nutritional low-cost alternative for the production of lipases by 
microorganisms. In this work, the production of lipases in Y. lipolytica on alternate 
means was investigated with use of whey and the development and characterization of 
a bioproduct with lipase activity to be used in the treatment of dairy effluent (whey). The 
analysis of the influence of factors: pH, temperature, substrates (whey and olive oil), 
stabilizers (glycerol and Triton X-100) and time, were made by successive experimental 
designs having as variables response to the production and characterization of stability 
of the enzyme lipase. For the formulation of the bioproduct with lipase activity metabolic 
liquid was concentrated by an ultrafiltration process and then subjected to the 
stabilization process. Research on analysis of effluent degradation was carried out 
through a factorial design to evaluate the effect of formulated bioproduct and a 
commercial compound nutrient in the period of 48 hours on response variables reduced 
lipid content, COD and BOD. The results of the production of the lipase enzyme 
demonstrate that greater production of lipases (172 U/mL) occurred in medium 
composed of 80% of whey in the absence of olive oil and pH 6.0 for 120 hours of 
cultivation. The ultrafiltration process used for the concentration of bioproduct enabled 
an increase in lipase activity to 235 U/mL. On the other hand, significant results on the 
maximum stability of the lipase activity of 420 U/ mL and 398 U/mL, respectively were 
determined after storage for 22 and 32 days of bioproduct formulated in the presence of 
glycerol and 6.0% of the surfactant Triton X- 100 0.1%. The characterization for stability 
formulated bioproduct observed the optimum pH to 4.5 and 7.0 keeping 82% of its 
activity after 90 minutes incubation temperature and it was found that after 90 minutes 
incubation at 60 0C the retention of lipase activity of 94%. The preparation lipásico 
formulated to have elevated rates of hydrolysis for the treatment of dairy effluent whey. 
  
  
The parameters of the COD, BOD and effluent lipids used for evaluating the efficiency of 
treatment showed that the formulated bioproduct produced a significant reduction in 
these parameters showing efficiency exceeding 90%. Thus, the results on the stability of 
formulated bioproduct and treatment the dairy effluent indicate its potential for 
biotechnological applications. 
 
Keywords: lipase, stability of enzymes, dairy effluent, biological treatment. 
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1 Introdução 
 
A poluição ambiental produzida pelo setor agropecuário é responsável por 
sérios problemas de poluição do solo, das águas superficiais e águas subterrâneas e 
tem estimulado investigações biotecnológicas visando o desenvolvimento ou o 
aperfeiçoamento de processos de tratamento ou utilização de resíduos 
agroindustriais, com foco na redução de descartes desses subprodutos de elevada 
carga poluente, a qual modifica as características físico-químicas do solo e 
contamina os cursos d’ água, alterando a sua biota e tornando-a imprópria a 
sobrevivência de várias espécies e ao consumo humano (PEREIRA; FREITAS, 
2012; SERPA; PRIAMO; REGINATTO, 2009; SILVA, 2011).  
A utilização de processos biotecnológicos tem crescido em países 
emergentes como a China, a Índia e o Brasil, além de outros países como Argentina, 
Colômbia, Chile, Cuba e México que apresentam indústrias para produção de 
bioprodutos diversificados, mas ainda incipientes (MALAJOVICH, 2012). 
O desenvolvimento de processos que possibilitem a transformação de 
biomassa, um recurso renovável, em produtos e energia tem sido estimulado com 
foco na redução de custos e de impacto ambiental. As enzimas representam um dos 
principais grupos de produtos biotecnológicos que apresentam atividades catalíticas 
específicas, são responsáveis pela vida celular e ao mesmo tempo, viabilizam 
processos fermentativos, cultura de células e técnicas biotecnológicas de fusão 
celular e DNA recombinante (ALTARUGIO; PEREIRA, 2016; RIBEIRO et al., 2011) 
A produção de metabólitos com atividade enzimática tem sido 
desenvolvida pelo avanço da biotecnologia moderna (genômica, engenharia 
metabólica, engenharia genética) que atua no melhoramento de linhagens 
microbianas e de variedades vegetais (MALAJOVICH, 2012).  
As enzimas catalisam reações químicas com grande especificidade e alta 
velocidade, produzindo uma diversidade de produtos em quantidades 
economicamente viáveis (OLIVEIRA; MANTOVANI, 2009). 
As reações catalisadas por enzimas estão presentes no metabolismo de 
todos os organismos vivos e fornecem oportunidades para as indústrias realizarem 
conversões biocatalíticas com eficiência e economia (ALMEIDA, 2012; BEILEN; LI, 
2002).  
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As lipases (triacilglicerol acil hidrolases, E.C. 3.1.1.3) representam um 
segmento de bioproduto importante no mercado mundial com elevado potencial de 
crescimento devido às suas aplicações em diversos segmentos. Essas enzimas 
apresentam considerável significância fisiológica e potencial industrial, em condições 
naturais, catalisam a hidrólise de triacilgliceróis a glicerol e ácidos graxos livres. Em 
concentrações reduzidas de água catalisam reações de síntese de triacilgliceróis 
além da transesterificação, aminólise e lactonização, importantes para obtenção de 
produtos de alto valor agregado nos setores da indústria alimentícia, farmacêutica, 
detergentes, biocombustíveis, tratamento de efluentes oleosos, cosmética e química 
fina (CHANDORKAR; GOMASHE; PARLEWAR, 2014; FICKERS; MARTY; NICAUD, 
2011; ROVEDA; HEMKEMEIER; COLLA, 2010; SALIHU et al., 2012). 
 As lipases microbianas apresentam maior interesse em aplicações 
industriais por serem mais estáveis, não requererem cofatores, apresentarem ampla 
especificidade a substratos e alta enantioseletividade (CONTESINI et al., 2010; 
GRIEBELER et al., 2011). Muitos micro-organismos são conhecidos como 
produtores de lipases extracelulares, incluindo bactérias, fungos filamentosos e 
leveduras (RABBANI et al., 2013; TREICHEL et al., 2010). 
No Brasil, o setor agroindustrial tem colaborado para o crescimento da 
economia, no entanto, também é responsável pela geração de enormes quantidades 
e variedades de resíduos, com elevada carga poluente. Apesar do potencial poluidor 
os resíduos agroindústriais possuem teores de nutrientes que podem ser 
metabolizados por micro-organismos para produção de metabólitos de valor 
agregado como as enzimas, reduzindo o impacto ambiental e o custo final do 
processo (PEDROSA et al., 2013).    
O soro de queijo é um resíduo da indústria de laticínios que representa 
um volume em torno de 90% do leite processado na fabricação de queijos; é 
composto por cerca de 50% dos sólidos totais do leite, com aproximadamente 5 g/L 
de proteínas, 5% de lactose além de sais minerais (PELEGRINE; CARRASQUEIRA, 
2008; PESCUMA et al., 2010).  
Devido a sua elevada carga orgânica, com uma demanda bioquímica de 
oxigênio (DBO) de 30 a 50 g/L e uma demanda química de oxigênio (DQO) de 50 a 
80 g/L, esse resíduo oferece grande risco ao ambiente quando descartado 
diretamente em lagoas de secagem, no solo, rios ou esgotos públicos, sendo a 
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presença em corpos d’água responsável pela depleção nas concentrações de 
oxigênio e conseqüente morte de organismos aeróbios (BARANA et al., 2012).  
O reaproveitamento de resíduos como o soro de queijo, produzido pela 
indústria de laticínios representa uma importante fonte de matéria-prima de baixo 
custo para  produção de metabólitos microbianos (enzimas), o que reduz o impacto 
ambiental provocado pelo seu descarte no ambiente por ser um efluente de grande 
potencial poluente (OLIVEIRA; BRAVO; TONIAL, 2012; PACHECO et al., 2005; 
PELEGRINE; CARRASQUEIRA, 2008). 
A redução da carga poluidora dos efluentes do queijo pode ser realizada 
com a utilização de vários processos de tratamento como tecnologias de 
valorização, usadas na recuperação de proteínas e lactose; aplicação de um 
processo biológico e tratamentos físico-químicos, em separado ou combinados 
(PRAZERES; CARVALHO; RIVAS, 2012).  
A demanda por tratamentos enzimáticos de efluentes, que utilizam lipases 
(triacilglicerol hidrolases, EC 3.1.1.3) na limpeza de filmes gordurosos, na 
biodegradação de poliésteres e blendas poliméricas como poli (ε-caprolactona) e 
poliacetato de vinila e no pré-tratamento de efluentes contendo elevados teores de 
lipídeos tem aumentado (CAMMAROTA; TEIXEIRA; FREIRE, 2001; MASSE; 
KENNEDY; CHOU, 2001; MENDES et al., 2005; SIVALINGAM; CHATTOPADHYAY; 
MADRAS, 2003).  
As lipases apresentam inúmeras vantagens de atuação em relação a 
outras enzimas por hidrolisarem especificamente óleos e gorduras. Apesar das 
potencialidades desses biocatalisadores, o elevado custo é um fator limitante da 
aplicação industrial dessas enzimas no tratamento de efluentes. No entanto sabe-se 
que o custo de uma preparação enzimática está diretamente associado aos 
processos de purificação, e desse modo preparados enzimáticos não purificados 
poderiam contribuir para reduzir o custo e viabilizar a sua aplicação em sistemas de 
tratamento de resíduos (MENDES et al., 2005).  
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2 Objetivos 
2.1 Objetivo geral 
Investigar a produção de lipase por Yarrowia lipolytica (sinonimia, Candida lipolytica) 
em meio nutritivo contendo soro de queijo e aplicar o líquido metabólico obtido com 
atividade lipásica no tratamento de efluente de uma indústria de produção de queijo.  
 
2.2 Objetivos específicos 
 
Parte I – Produção e caracterização de enzimas 
 
• Cultivar Yarrowia lipolytica para a produção de lipase; 
• Aplicar planejamento fatorial 23 para determinar as melhores condições físico-
químicas dos cultivos microbianos; 
• Determinar a atividade lipolítica do extrato enzimático; 
• Formular o bioproduto com atividade enzimática;  
• Avaliar os efeitos de pH e temperatura na estabilidade da atividade da lipase; 
• Investigar a estabilidade do líquido metabólico concentrado em diferentes pHs 
e temperaturas; 
• Estabilizar o líquido metabólico concentrado por planejamento fatorial; 
• Investigar a estabilidade do líquido metabólico formulado durante o 
armazenamento;  
• Analisar estatisticamente os resultados obtidos; 
• Caracterizar o bioproduto com atividades enzimáticas – pH e temperatura 
ótimos; estabilidade térmica e estabilidade frente ao pH. 
 
Parte II - Tratamento enzimático de soro de queijo  
 
• Caracterizar os efluentes bruto e tratado – carboidratos, lipídeos, proteínas, 
pH, demanda bioquímica de oxigênio (DBO), demanda química de oxigênio 
(DBO); 
• Avaliar a eficiência do tratamento biológico através da redução da DBO e da 
DQO pelo bioproduto formulado;  
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• Avaliar a eficiência o tratamento biológico através da redução dos teores de 
lipídios pelo bioproduto formulado. 
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3 Revisão da Literatura 
  
3.1 Enzimas  
Enzimas são proteínas presentes e atuantes no metabolismo de todos os 
seres vivos como catalisadores na maioria das reações bioquímicas, com 
capacidade de acelerar reações por atuarem na redução da energia de ativação. 
São classificadas de acordo com os tipos de reações que catalisam em 
oxidoredutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases (OLIVEIRA; 
MANTOVANI, 2009; ORLANDELLI et al., 2012).  
 As enzimas são amplamente utilizadas na Biologia Molecular e na 
Biomedicina, no desenvolvimento de protocolos analíticos, na fabricação de 
produtos tecnológicos e no tratamento de resíduos por degradarem matéria orgânica 
(ORLANDELLI et al., 2012; PELIZER; HELENA; MORAES, 2007). 
A utilização de enzimas em processos industriais se deve a capacidade 
desses bioprodutos em executar uma série de transformações químicas de modo 
seletivo, rápido e versátil, a pH e temperatura moderados e em condições brandas 
de reação (MEDEIROS et al., 2013). Essa seletividade ocorre devido à preferência 
elevada por um determinado substrato, ou seja, à capacidade de reconhecer a 
estrutura de moléculas, o que facilita o processo de purificação do metabólito de 
interesse (BARROS; FLEURI; MACEDO, 2010; MEDEIROS et al., 2013). A 
aplicação desses biocatalisadores em diversos processos industriais tem aumentado 
devido à redução do gasto energético e ao baixo custo de investimento. Além destas 
vantagens, os processos enzimáticos atendem ao grande apelo ambiental devido ao 
menor acúmulo de resíduos, pois as enzimas são biodegradáveis (DELATORRE et 
al., 2011; HASAN; SHAH; HAMEED, 2006; MEDEIROS et al., 2013; ROYON et al., 
2007).  
 
3.1.1 Enzimas microbianas 
Micro-organismos como bactérias, fungos filamentosos e leveduras têm 
sido investigados devido as suas capacidades de secretar enzimas e produtos 
tecnológicos para aplicação em indústrias alimentícias, agrícolas, farmacêuticas e 
têxteis (GANDA et al., 2005; GELEN et al., 2014). Mais de 60% da produção 
comercial de enzimas tem origem na biotecnologia moderna, com linhagens 
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seguras, versáteis, altamente produtivas, sem desvios metabólicos laterais, e 
adaptáveis aos bioprocessos industriais (MALAJOVICH, 2016). As enzimas mais 
utilizadas nas indústrias são as proteases (59%), carboidrases (28%) e lipases (3%); 
as demais enzimas comerciais (10%) são utilizadas em análises (MALAJOVICH, 
2012). 
A produção de enzimas microbianas é uma área da biotecnologia em 
constante expansão, cujo mercado anualmente movimenta bilhões de dólares. A 
descoberta e aplicações de novas enzimas produzidas por micro-organismos têm 
sido possível devido ao trabalho conjunto de grupos de pesquisas em  Microbiologia, 
Bioquímica, Química e Engenharia Bioquímica (ORLANDELLI et al., 2012; 
VINIEGRA-GONZÁLEZ et al., 2003). Esse esforço conjunto tem reduzido os custos 
de produção e o preço final de enzimas industriais e impulsionado o comércio 
desses biocatalizadores para utilização em processos industriais (SANT'ANNA 
JUNIOR, 2001).      
A adoção de estratégias, como a substituição dos componentes do meio 
de cultivo por materiais de baixo custo ou pelo aproveitamento de resíduos como 
fonte alternativa de nutrientes, tem influenciado a redução no custo de produção 
dessas enzimas. O setor da agroindústria descarta diariamente toneladas de 
resíduos ricos em nutrientes como proteínas, carboidratos, lipídios e sais minerais, 
além de outras substâncias com potencial para serem metabolizadas por cepas 
microbianas (DAMASO et al., 2008; SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 2001; 
SMANIOTTO et al., 2014).  
 
3.1.2 Lipases 
As lipases são biocatalisadores extremamente versáteis e eficientes, que 
ao lado das estereases e proteases ocupam posição de destaque nos meios 
reacionais, catalisam uma gama de reações tanto em meio aquoso quanto em 
sistemas orgânicos com baixa disponibilidade de água (YIN; LIU; TAN, 2006) e 
apresentam notável estabilidade nesses ambientes, o que favorece a sua utilização 
em condições reacionais brandas (AKIL et al., 2016; EL RASSY; PERRARD; 
PIERRE, 2004). 
Lipases (triacilglicerol acil hidrolases, EC 3.1.1.3) são serino-hidrolases 
que hidrolisam e modificam ligações carboxil éster de lipídeos e seus derivados, 
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atuando em uma interface lipídio-água clivando a ligação éster de triacilgliceróis 
(CONTESINI et al., 2010; LI; ZONG, 2010; MOHAMED et al., 2011; BUENO et al., 
2014). Desempenham importante função na natureza, a de metabolizar gorduras, 
uma das principais fontes de energia para os seres vivos (MEDEIROS et al., 2013). 
As lipases podem catalisar reações de hidrólise, alcoólise, acidólise, esterificação e 
transesterificação (SALIHU et al., 2012; BISEN et al., 2010; MEDEIROS et al., 2013). 
Na ausência de água, estas enzimas podem realizar uma série de reações de 
interesse industrial como a de esterificação e a de transesterificação, dentre outras 
(OLIVEIRA et al., 2013).  
A utilização de lipases representa algumas vantagens, por serem 
catalisadores que atuam com grande seletividade e especificidade, não requerem 
co-fatores, trabalham em ampla faixa de pH, são estáveis em temperaturas 
elevadas; apresentam propriedades de régio, quimio e enantiosseletividade que 
fazem com que sejam amplamente aplicáveis em processos industriais e possam ser 
reutilizadas (BUSSAMARA et al., 2010; DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI,  
2004; HASAN et al., 2006; HERNÁNDEZ-RODRÍGUEZ et al., 2009). 
Dependendo da fonte, as lipases podem ter massa molecular de 20 kDa a 
75 kDa, pH predominantemente numa faixa de 3,6 e 7,6, com ponto isoeletrônico 
(PI) entre 4 e 5 (FERRER et al., 2000; MAYORDOMO; RANDEZ-GIL; PRIETO,  
2000). A atividade das lipases ocorre numa faixa de pH entre 4,0 e 9,0 com 
temperaturas variando entre 28 0C e 70 0C, onde a atividade ótima normalmente é 
determinada entre 30 e 40 0C, e a termoestabilidade varia consideravelmente em 
função da origem, sendo as lipases microbianas as que possuem maior estabilidade 
térmica (CASTRO et al., 2004; MARTINS; KALIL; COSTA, 2008). 
As lipases são enzimas encontradas em tecidos de animais e plantas, e 
também podem ser produzidas por micro-organismos. A escolha da fonte de lipases 
para aplicações industriais deve levar em consideração a possibilidade de utilização 
de mono-, di- e triglicerídeos, a utilização de ácidos graxos livres, baixa inibição pelo 
produto, alta atividade em meio aquoso e não-aquoso, potencial de utilização 
continuada, estabilidade em relação ao pH, a temperatura e frente a solventes 
(MEDEIROS et al., 2013; OLIVEIRA; FERNANDES; MARIANO, 2014).  
As enzimas lipolíticas produzidas por micro-organismos são mais 
promissoras, além de apresentarem maior potencial para aplicação industrial em 
biocatálise por possuir características, como a capacidade de adaptação em 
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sistemas orgânicos, não necessitar de cofatores, além de proporcionar inúmeras 
vantagens como a diminuição de gastos com energia e a minimização da 
degradacao térmica dos compostos, quando comparados as vias químicas 
tradicionais (FERNANDES et al., 2007; HASAN et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2013; 
OLIVEIRA; FERNANDES; MARIANO, 2014; SALIHU et al., 2012). 
Lipases com estruturas terciárias resolvidas possuem a configuração 
chamada α/β hidrolase. O grupo de enzimas que apresenta esta configuração 
cresceu e tem envolvido um grande número de enzimas, fazendo destas uma das 
mais versáteis e amplamente distribuídas configurações de proteínas (VAZ; 
CHOUPINA, 2012; RENAULT et al., 2005).  
As carboxilesterases e as lipases apresentam o mesmo mecanismo 
reacional e também algumas semelhanças estruturais. A principal é a presença da 
configuração α/β hidrolase, sendo composto por várias α-hélices e folhas-β 
intercaladas (figura1). Esta configuração é bastante comum às hidrolases, sendo 
também encontrada em outras famílias de enzimas como epóxido hidrolases (E.C. 
3.3.2.3) e haloperoxidases (E.C. 1.11.1.) (ARAND et al., 2005; HOFRICHTER; 
ULLRICH, 2006; VAZ; CHOUPINA, 2012). A tríade catalítica é constituída por Ser-
His-Asp/Glu. O resíduo de Serina atua como um nucleófilo, comum a todas as 
hidrolases e essencial para a catálise, e usualmente uma sequência consenso Gly-x-
Ser-x-Gly que é encontrada ao redor da Serina do sítio ativo (BORNSCHEUER et 
al., 2002; JOSEPH; RAMTEKE; THOMAS, 2008; BUENO et al., 2014; RIBEIRO et 
al., 2011). 
 
 Figura 1. Representação esquemática do motivo estrutural conservado em enzimas da família     
 α/β hidrolase. 
 Fonte BORNSCHEUER et al. (2002). 
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Na figura 1, os filamentos em conformação β (1 a 8) formando uma 
estrutura em folha β-pregueada estão indicados pelas setas azuis, as estruturas em 
α-hélices (A a F) estão indicadas pelas colunas em vermelho. As posições relativas 
dos aminoácidos da tríade catalítica estão indicadas por esferas vermelhas. A região 
aminoterminal é indicada por NH2 no início da cadeia e a região carboxiterminal por 
COOH no final da cadeia (BORNSCHEUER et al., 2002; CASTRO et al., 2004; VAZ; 
CHOUPINA, 2012; MENDES et al., 2012; JOSEPH; RAMTEKE; THOMAS, 2008). 
A figura 2 representa a tríade catalítica da Calb A (Candida antartica). O 
sítio ativo da enzima, representando a Serina (S184), Histidina (H366) e Aspartato 
(D334) em dois ângulos diferentes, ilustrando a cavidade catalítica ocupada por uma 
molécula de palmitato (figura 2A) e p-nitrofenil palmitato (figura 2B) (ERICSSON et 
al., 2008). 
As esterases possuem uma estrutura bem semelhante às das lipases, 
mas apresentam uma seqüência motivo Gly-x-x-Leu que não é observada nas 
lipases. As esterases catalisam a hidrólise de um substrato solúvel em meio aquoso, 
diferente das lipases que necessitam de uma concentração mínima de substrato 
para atingir uma alta atividade, sendo um exemplo perfeito de catálise heterogênea. 
As esterases "verdadeiras" (EC 3.1.1.1, hidrolases do éster carboxílico) e lipases 
(EC 3.1.1.3, triacilglicerol hidrolases) (BORNSCHEUER et al., 2002; VAZ; 
CHOUPINA, 2012) são classes principais de hidrolases de extrema importância que 
podem ser diferenciadas pelo tipo de substrato.  
 
 
    Figura 2. Estrutura tridimensional da Calb A de Candida antarctica. 
    Fonte: ERICSSON et al., (2008). 
 
Lipases são principalmente ativas frente a substratos insolúveis em água, 
tais como triacilglicerol composto por ácidos graxos de cadeia longa, enquanto que 
A B 
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esterases hidrolisam preferencialmente ésteres 'simples' e geralmente apenas 
composto por triacilglicerol de ácidos graxos de cadeia curta (BORNSCHEUER et 
al., 2002; HELISTÖ; KORPELA, 1998; KULKARNI; GADRE, 2002; LOPES et al., 
2011; REIS et al., 2009a). 
As lipases também se distinguem das esterases por apresentar um 
aumento da atividade enzimática numa interface de lipídios insolúveis e água. Esse 
processo de ativação é conhecido como ativação interfacial, e acarreta em 
mudanças na conformação estrutural da enzima (ERICSSON et al., 2008; YANG et 
al., 2012). Reações lipolíticas são fortemente dependentes da ativação interfacial, da 
cinética de difusão e partição de substratos, produtos e inibidores (REIS et al., 
2009). A maioria das lipases também possui um domínio hidrofóbico (cadeia de 
aminoácidos) denominado “tampa” que cobre o sítio catalítico da enzima. Desse 
modo, a enzima apresenta duas estruturas distintas, uma fechada (inativa) e outra 
aberta (ativa), predominando a forma inativa. A presença da “tampa” não está 
correlacionada com a ativação interfacial de todas as lipases. Na presença de 
moléculas hidrofóbicas (e.g. triacilglicerídeos), a tampa desloca-se liberando o sítio 
ativo, tornando a enzima ativa (MEDEIROS et al., 2013; BRANCO et al., 2015). Este 
mecanismo é coerente com o entendimento atual de seleção conformacional para o 
funcionamento das enzimas (RINGE; PETSKO, 2008).  
Cherukuvada e colaboradores (2005) e Nagarajan (2012) relataram pela 
primeira vez o movimento de uma tampa dupla, bem como o jogo de interações 
hidrofóbicas na dinâmica desse processo, a partir da ilustração (figura 3) obtida a 
partir de simulações dinâmicas moleculares, onde é possível observar que a lipase 
de Pseudomonas aeruginosa apresenta, além da primeira tampa, uma segunda que 
desencadeia o movimento da primeira. A conformação aberta mostrando resíduos 
da cavidade do sitio ativo em amarelo, e resíduos das tampas em vermelho (tampa 
1) e azul (tampa 2) em (A) e a conformação fechada mostrando as tampas sobre o 
sitio ativo da enzima em a  (B). 
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Figura 3. Simulação do movimento da tampa da lipase de Pseudomonas aeruginosa. 
Fonte: (CHERUKUVADA et al., 2005). 
 
A figura 4 ilustra os tipos de reações catalisadas por lipases, onde a 
transesterificação refere-se à troca de radicais acil entre um éster e um ácido 
(acidólise), um éster e outro éster (interesterificação) ou um éster e um álcool 
(alcoólise) (RIGO et al., 2010; VILLENEUVE et al., 2000).  
. 
 
Figura 4. Representação das reações catalisadas pela lipase: Hidrólise, esterificação, 
interesterificação, alcoólise, acidólise, aminólise. 
 
A B 
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Por apresentar características especiais como: alta especificidade ao 
substrato, quimio, régio e enantiosseletividade, as lipases são capazes de distinguir 
fatores estruturais das cadeias acil, como tamanho da cadeia, número, posição ou 
configuração de ligações duplas, presença de ramificações e natureza da fonte acil 
(ácidos graxos livres, éster alquil, glicerol éster) (JOSEPH; RAMTEKE; THOMAS, 
2008). 
De acordo com Paques e Macedo (2006), Almeida (2012), Fotouh; 
Bayoumi e Hassan (2016); As lipases são classificadas com base na especificidade 
de hidrólise dos substratos triglicerídeos, conforme a ação dessas enzimas, elas 
podem ser classificadas como: 
Ø Enantiosseletivas: síntese onde novo(s) elemento(s) de quiralidade são 
formados numa molécula de substrato com a formação de produtos 
estereoisoméricos (enantiômeros ou diastereômeros específicos). 
Ø Tipo-seletivas: selecionam os substratos de acordo com o tamanho da cadeia 
de carbonos e/ou número de insaturações no grupamento acila. O 
impedimento estérico e interações hidrofóbicas são forças determinantes da 
seletividade das lipases por álcool e ácidos graxos .  
Ø Regiosseletivas, ou seja, atuam numa posição específica da ligação éster. 
A lipases regiosseletivas são classificadas em três tipos: 
 
Ø Lipases não-específicas: não fazem distinção entre as posições éster a clivar, 
hidrolisam ésteres de ácidos graxos primários ou secundários, liberando 
ácidos graxos na posição R1, R2 ou R3 do triacilglicerol (Figura 5); 
Ø Lipases 1,3-específica: hidrolisam apenas ligação éster de ácidos graxos 
primários, liberando ácidos graxos na posição R1 ou R3 do triacilglicerol; 
Ø Lipases 2-específica: hidrolisam as ligações éster apenas na posição R2 do 
triacilglicerol. 
O mecanismo de ação da lipase (figura 6) é semelhante tanto para 
reações de hidrólise quanto para reações de síntese e acontece em etapas: (1ª) O 
substrato entra no sítio ativo e sofre um ataque nucleofílico ao carbono da carbonila 
na ligação éster do substrato pelo oxigênio da Serina (Ser 184), que é ativada com a 
retirada de um próton pelo par Histidina/Aspartato (His366/Asp334), resultando em 
um arranjo intermediário tetraédrico estabilizado pelos resíduos de Histidina e 
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Aspartato e por ligações de hidrogênio com a Glicina (Gly185) e pela cadeia 
protonada de outro resíduo de Aspartato (Asp95). (2ª) A Histidina doa um próton 
para a região alcoólica do substrato e um álcool é liberado formado um complexo 
acil-enzima. (3ª) A Histidina aumenta a nucleoficidade de uma molécula de água ou 
álcool, ao qual exercem um ataque nucleofílico ao carbono da carbonila do resíduo 
ácido do substrato, formando um novo intermediário tetraédrico. (4ª) A histidina doa 
um próton para o oxigênio serínico, liberando os ésteres ou ácidos graxos e 
regenerando a enzima (BORNSCHEUER et al., 2002; ERICSSON et al., 2008; Reis 
et al., 2009b). 
 
 
Figura 5. Representação esquemática das reações catalisadas por lipases tipo 
 não específica (A) e 1,3-específica (B). 
   Fonte: PAQUES e MACEDO (2006). 
 
 
        Figura 6. Mecanismo de ação das lipases. 
        Fonte: ERICSSON et al., (2008). 
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3.1.2.1 Aplicações biotecnológicas das lipases 
 
As lipases encontram vasta aplicação no processamento de óleos e 
gorduras, na indústria de detergentes, no tratamento de efluentes isoladamente ou 
em complemento aos processos tradicionais. Devido ao seu grande potencial 
catalítico, as lipases são utilizadas nas indústrias de alimentos, químicas e 
farmacêutica, na síntese de cosméticos e perfumarias, biopolímeros, combustíveis, 
produtos derivados do leite, agroquímicos e têxtil (tabela 1) (MESSIAS et al., 2011; 
WENZEL et al., 2013; VALENTE et al., 2010). 
 
Tabela 1. Aplicações industriais de lipases microbianas 
INDÚSTRIA AÇÃO PRODUTO OU APLICAÇÃO 
Detergentes Hidrólise de gorduras Remoção de óleos 
Derivados de laticínios 
Hidrólise da gordura do 
leite, maturação de queijos, 
modificações de manteigas 
Desenvolvimento de agentes 
flavorizantes em leite, 
queijos e manteiga 
Panificação Melhorador de flavors Prolongar a vida de prateleira  
Bebidas Aromas Bebidas  
Carnes e peixes Desenvolvimento de flavors Remoção de gordura, produtos de carnes e peixes 
“Health foods” Transesterificação Produção de alimentos com apelo nutricional 
Gorduras e óleos Transesterificação, hidrólise 
Manteiga de cacau, 
margarinas, ácidos graxos, 
glicerol, mono e diglicerídios 
Química Enantiosseletividade, síntese Construção de blocos quirais 
Farmacêutica Transesterificação, hidrólise 
Lipídios específicos, 
digestivos 
Cosméticos Síntese  Emulsificantes, umidificantes 
Papel Hidrólise Melhoria da qualidade de papel 
Limpeza Hidrólise Remoção de gorduras 
Couro Hidrólise Produtos de couro 
Fonte: TREVISAN et al., (2004). 
 
A utilização de lipases em produtos químicos manufaturados na presença 
de óleos e gorduras tem conferido maior rapidez e maior especificidade em 
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condições mais amenas e estáveis de temperatura e pH (HASAN et al., 2006; 
SAXENA et al., 2003). Especificidade posicional, especificidade de ácido graxo, 
termoestabilidade e pH são as principais características que conferem a essas 
enzimas  uma larga aplicação tecnológica em: 
Ø Síntese de ésteres para aplicações na produção de plastificantes, 
lubrificantes, fármacos, alimentos, detergentes, cosméticos (ZAIDI et al., 
2002); 
Ø Síntese de triglicerídeos com inserção de ácido graxo de interesse numa 
determinada posição do triglicerídeo (SOUMANOU et al., 1998; MEDEIROS 
et al., 2013); 
Ø Síntese de compostos opticamente puros e polímeros para uso em alimentos, 
produtos de cuidado pessoal da pele, bronzeadores e óleos de banho 
(MEDEIROS et al., 2013; PAIVA; BALCÃO; MALCATA, 2000);  
Ø Produção de ésteres de açúcares para serem usados como biossurfactantes 
(PAIVA; BALCÃO; MALCATA, 2000; MEDEIROS et al., 2013); 
Ø Na síntese de produtos ou intermediários de fármacos e herbicidas 
(MEDEIROS et al., 2013); 
Ø A síntese e modificação do biodiesel, bem como as diferentes estratégias 
para melhoria de suas atividades e estabilidades, é uma das aplicações mais 
promissoras para lipases relacionadas à tecnologia limpa e sustentável de 
biocombustíveis (GOG et al., 2012); 
Ø Lipases são utilizadas na composição dos detergentes agregando maior 
poder de limpeza, (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006). A adição de lipases em 
formulações de detergentes para degradação lipolítica em processos de 
lavagem é um dos campos de maior aplicação industrial dessa enzima 
(PAIVA; BALCÃO; MALCATA, 2000; MEDEIROS et al., 2013).              
               A Indústria de Alimentos é um dos segmentos mais beneficiados pela 
aplicação de lipases: 
Ø A síntese e a modificação estrutural de lipídeos para obtenção de 
triacilgliceróis estruturados com propriedades físicas, químicas e nutricionais 
realçadas, é uma das áreas de maior expansão na indústria de alimentos, 
com forte apelo comercial (MEDEIROS et al., 2013). Produtos de maior valor 
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agregado tais como triacilgliceróis de baixa caloria e óleos enriquecidos em 
ácido oléico podem ser obtidos a partir da transformação de óleos de baixo 
custo (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006); 
Ø Na fabricação de manteigas e margarinas a interesterificação e a 
hidrogenação têm sido utilizadas na etapa de preparação de glicerídios; 
Ø Produção de substitutos da manteiga, aditivos para cereais, balas, aperitivos 
e bolos (JAEGER; EGGERT, 2002; MEDEIROS et al., 2013); 
Ø A Produção do aroma distinto de queijos do tipo cheddar (HICKEY et al., 
2007) e a síntese de ésteres de ácidos graxos de cadeia curta e álcoois 
voláteis responsáveis por aromas característicos em alimentos (HASAN; 
SHAH; HAMEED, 2006); 
Ø A produção de butil acetato (aroma de abacaxi), pode ser realizada pela 
reação de esterificação entre butanol e ácido acético catalisada por lipases 
extraídas de Rhizopus oryzae (SALAH et al., 2007); 
Ø A utilização de lipases na produção de ésteres de terpenos, os quais são 
utilizados como aromatizantes frutais em bebidas e alimentos (HABULIN et 
al., 2007; COLLA; REINEHR; COSTA, 2012); 
Ø O tratamento enzimático dos despejos industriais tem sido bastante difundido 
e investigado, devido às vantagens apresentadas em relação aos tratamentos 
convencionais como, a capacidade das enzimas para atuar sobre poluentes 
específicos no tratamento e a produção de algumas enzimas técnicas 
economicamente viáveis, devido aos avanços no desenvolvimento dos 
procedimentos de isolamento e de purificação de microrganismos (MENDES 
et al., 2005). 
Os resíduos industriais gerados em frigoríficos, abatedouros, laticínios e 
indústrias de alimentos em geral possuem elevados teores de demanda bioquímica 
e química de oxigênio (DBO e DQO), proporcional ao conteúdo de gorduras que 
aumenta a concentração de matéria orgânica. O efluente gerado no beneficiamento 
do leite contém uma Demanda Química de Oxigênio (DQO) em torno de 3.000 mg/L. 
Entretanto em instalações em que há grande produção de queijos e derivados, o 
valor de DQO é da ordem de 50.000 mg/L (CARVALHO; PRAZERES; RIVAS, 2013; 
CASTRO et al., 2004; MENDES; PEREIRA; CASTRO, 2006). Os efluentes 
apresentam teor de lipídeos superior a 1.500 mg/L. Os lipídeos causam flotação da 
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biomassa e má formação de grânulos de lodo em reatores anaeróbios de fluxo 
ascendente, toxicidade a micro-organismos acetogênicos e metanogênicos 
(DEMIREL; YENIGUN; ONAY, 2005; MENDES; PEREIRA; CASTRO, 2006), 
formação de espumas devido ao acúmulo de ácidos graxos não biodegradados e 
decréscimo da concentração de trifosfato de adenosina (ATP) (CARVALHO 
PRAZERES; RIVAS, 2013; MENDES et al., 2005; SALMINEN; RINTALA, 2002). 
Neste contexto, diversas tecnologias são propostas e utilizadas na tentativa de se 
obter melhores resultados na redução da carga poluidora desses resíduos. 
 Os tratamentos físico-químicos desses efluentes, com adição de 
coagulantes químicos (como sulfato de alumínio e cloreto férrico), favorecem a 
remoção de parte da matéria orgânica devido à precipitação de proteínas e 
gorduras. O custo dessa tecnologia é elevado devido ao custo com produtos 
químicos e a baixa eficiência na remoção da gordura dissolvida ou emulsionada e no 
tratamento e descarte dos lodos (ROBLES et al., 2000; VALENTE et al., 2010).  
 Os processos biológicos são empregados em grande parte dos casos, 
destacando-se os processos biológicos anaeróbios, que vêm sendo largamente 
utilizados no tratamento de efluentes da indústria de pescado em função de sua 
elevada carga orgânica biodegradável (VALENTE et al., 2010). Nos biorreatores 
anaeróbios, os lipídios causam problemas, como o desenvolvimento de lodos com 
baixa atividade, com inadequadas características físicas e com elevada tendência de 
flotação; produção de escuma; colmatação do leito de lodo; e arraste da biomassa, 
levando à perda de eficiência e até mesmo ao colapso do reator. Além disso, a 
adsorção de gorduras à superfície do lodo dificulta o transporte de substratos 
solúveis para a biomassa, levando à queda da taxa de conversão desses substratos 
(JEGANATHAN; NAKHLA; BASSI, 2007; VALENTE et al., 2010). Sendo assim, a 
digestão anaeróbia destes rejeitos é um processo lento, tendo como etapa limitante 
à liberação de ácidos graxos pelos micro-organismos específicos com atividade 
lipolítica (PERLE; KIMCHIE; SHELEF, 1995).  
 A utilização de lipases no tratamento de efluentes com elevado teor de 
gordura promove uma maior velocidade de reação de hidrólise seqüencial dos 
grupos acila dos lipídeos, reduzindo o tempo de biodegradação destes compostos 
(MENDES; PEREIRA; CASTRO, 2006). Segundo CASTRO e colaboradores (2004), 
um tratamento preliminar desses efluentes por meio da ação das lipases reduz o 
teor de lipídios, o diâmetro das partículas de gorduras em até 60% e o tempo de 
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residência dos efluentes nas lagoas de estabilização, além de permitir uma melhor 
atuação da população microbiana em uma etapa posterior de tratamento biológico.  
 
3.1.3 O Mercado de enzimas 
O mercado mundial de enzimas industriais movimentou cifras em torno de 
US $ 4,5 bilhões a US $ 5,0 bilhões no período de 2012 a 2014. As previsões de 
mercado indicam que o comércio global de enzimas poderá atingir em 2017 e 2018 
valores entre US $ 6,4 e US $ 7,1 bilhões (FERRER et al., 2016; GROUP 
FREEDONIA, 2014; ZÚNIGA et al., 2014).  
A indústria de detergente registrará o maior crescimento nesse período 
com uma taxa composta anual (CAGR) de 11,3% (RESEARCH, 2014).    
O mercado tem sido impulsionado por fatores como o aumento dos 
investimentos em pesquisa e desenvolvimento de enzimas industriais, o aumento na 
demanda por bens de consumo e dos biocombustíveis, bem como a necessidade de 
otimização de recursos no processo de produção. As inovações em tecnologia e o 
aumento nas aplicações têm oferecido oportunidades para os investidores de 
mercados emergentes (MARKETS, 2015). 
 O segmento de alimentos e bebidas tem dominado o mercado de 
enzimas industriais e têm uma projeção de atingir um valor de US $ 2,0 bilhões em 
2020. A previsão é de crescimento a uma taxa de 7,5% entre 2015 e 2020. O 
segmento carboidrases domina o mercado e tem uma projeção de maior 
crescimento, com uma CAGR de 7,5% de 2015 a 2020. As principais empresas do 
mercado irão adotar estratégias tais como desenvolvimento de novos produtos, 
expansões, aquisições, parcerias e colaborações para desenvolver a sua posição no 
mercado de enzimas industriais. O mercado na região Ásia-Pacífico está projetado 
para crescer a mais alta CAGR de 2015 a 2020 (MARKETS, 2015).                                                                                                                                                       
A segmentação do mercado de enzimas globais é feita com base na 
aplicação, fonte e tipo de reação além da geografia relativa à produção versus 
aplicação da enzima. Com base nas aplicações, o mercado é segmentado em 
alimentos e bebidas, produtos de limpeza, ração animal, bioenergia, indústrias 
farmacêuticas, têxteis e de couros, tratamento de água e de papel e celulose. O 
mercado também é segmentado em função da origem da origem das enzimas em 
três tipos: microbiana, de animais e de plantas. O segmento microbiano detém a 
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quota dominante no mercado devido à sua fácil disponibilidade, viabilidade para 
produção em larga escala e de custo-eficácia. Em relação ao tipo de produto 
(enzima), o mercado é segmentado em carboidrases, proteases, lipases, 
polimerases, nucleases e outras. Quanto ao tipo de reação, o mercado é 
segmentado em hidrolases, oxidorredutases, transferases, liases e outros 
(MARKETS, 2015). 
Geograficamente, o mercado mundial de enzimas é segmentado em 
América do Norte, Europa, Ásia-Pacífico e América Latina. O mercado norte-
americano é o maior para as enzimas, devido à disponibilidade de grande base de 
produção e as políticas governamentais favoráveis. No entanto, o aumento da renda 
disponível e mudança no estilo de vida da população na região da Ásia-Pacífico 
resultaram em um aumento na demanda de bens de consumo e no crescimento do 
mercado de enzimas industriais nessa região. Esse fenômeno tem direcionado 
gradualmente a base de setores tais como o farmacêutico, alimentos, rações para 
animais, têxteis, detergentes, agricultura, celulose/papel, de transformação e 
processamento de couro para a região Ásia-Pacífico tornando-o mais lucrativo 
(MARKETS, 2015).  
As principais empresas perfiladas inclui Novozymes (Dinamarca) com 
forte presença no Brasil, EI du Pont de Nemours and Company (EUA), Koninklijke 
DSM NV (Holanda), Roche Holdings AG, BASF SE (Alemanha), Associated British 
Foods plc (Reino Unido), Life technologies, Advance Enzyme Technologies Ltd, 
Affymetrix Inc, and Codexis Inc.  
No Brasil, o mercado de enzimas atende diversos perfis de clientes, com 
produtos assim distribuídos: 41% para mercado de detergentes, 26% de alimentos, 
8% de rações e 25% de outros setores como, por exemplo, o têxtil (DIA DE CAMPO, 
2015).           
Enzimas hidrolíticas de origem microbiana como lipases e proteases 
representam os grupos mais importantes de enzimas de interesse industrial que 
abrange cerca de 40% das enzimas comercializadas em todo o mundo (SILVA et al., 
2015). 
O mercado global de lipases tem aumentado significativamente nos 
últimos anos, com elevada perspectiva de crescimento e uma projeção de receita de 
US$ 590.500.000 até 2020. Os segmentos com maior demanda por lipases são os 
de aplicação em alimentação e saúde animal, laticínios, carnes, padaria, confeitaria, 
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alimentos processados, tratamento de efluentes e outros. Além disso, o mercado foi 
segmentado a partir de fontes, tais como lipases microbianas e lipases de origem 
animal. O mercado também foi segmentado com base em regiões na América do 
Norte, Europa, Ásia-Pacífico, América Latina e resto do mundo (MARKETS, 2015). 
 
3.1.4 Micro-organismos produtores de lipases 
 
As lipases ocorrem amplamente na natureza, no entanto as de origem 
microbiana encontram uma grande diversidade de aplicações industriais, devido a 
estabilidade, grande versatilidade, menor custo de produção e alta velocidade de 
síntese, além da ausência de flutuações sazonais e maior facilidade de manipulação 
genética da capacidade produtiva dos micro-organismos e da utilização de meios de 
cultura alternativos de baixo custo (ARAVINDAN; ANBUMATHI; VIRUTHAGIRI, 
2007; ELLAIAH et al., 2004; HASAN et al., 2006; KEBABCI; CİHANGİR, 2012). As 
lipases microbianas na maioria são extracelulares, uma evidência que facilita a sua 
extração, isolamento e purificação (VAZ; CHOUPINA, 2012; TAN et al., 2004). 
Segundo Martins, Kalil e Costa (2008), Os fungos filamentosos, as 
leveduras e as bactérias são relatados em diversos trabalhos como importantes 
produtores de lipases industriais (Tabela 2).  
A maioria das lipases microbianas apresenta característica ácida ou 
neutra (HASAN; SHAH; HAMEED, 2009; VAZ; CHOUPINA, 2012). No entanto, 
lipases microbianas com propriedades alcalinas e termofílicas têm sido relatadas em 
Alcaligenes sp, Pseudomonas fragi, Pseudomonas nitroreducens (HASAN; SHAH; 
HAMEED, 2009).  
O melhoramento de características bioquímicas dos micro-organismos 
produtores de lipases ou lipases recombinantes de linhagens de Candida rugosa, 
Candida cylindracea, Candida antartica, Candida utilis, Pseudomonas sp. ou 
Rhizopus spp. podem reduzir os custos de produção em grandes quantidades ou 
promover a obtenção de um produto mais puro para determinadas aplicações 
industriais (GAUR et al., 2008; PUSKAS; SEO; SEN, 2011). 
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Tabela 2. Lipases produzidas por diferentes fontes microbianas 
                           
Fonte 
                                                               
Micro-organismos 
                                              
Referências 
 
Arqueobactérias 
Bactérias (Gram-
positivas) 
Natronococcus sp. BOUTAIBA et al., 2006 
Bacillus stearothermophilus MC 7 KAMBOUROVA et al., 2003 
Bacillus megaterium LIMA et al., 2004 
Burkholderia glumae  KHATTABI et al., 2003 
Burkholderia cepacia  FERNANDES et al., 2007  
Ralstonia sp.  YOO et al., 2011  
Staphylococcus xylosus  MOSBAH et al., 2007 
Bactérias (Gram-
negativas)  
Chromobacterium viscosum JAEGER; REETZ, 1998 
Photobacterium lipolyticum YANG; SOHN; KIM, 2009 
Pseudomonas aeruginosa  JAEGER et al., 1997 
Pseudomonas fluorescens HU380 KOJIMA; SHIMIZU, 2003 
Actinomicetos  Streptomyces cinnamomeus Tü89 SOMMER; BORMANN; GÖTZ, 1997 
Streptomyces coelicolor A3(2)  CÔTÉ;SHARECK, 2008 
Fungos 
leveduriformes  
Candida rugosa DALMAU et al., 2000 
Candida cylindracea BROZZOLI et al., 2009 
Issatchenkia orientalis  COSTAS; DEIVE; LONGO, 2004 
Yarrowia lipolytica  DOMÍNGUEZ et al., 2003 
 
Fungos 
filamentosos  
 
Antrodia cinnamomea LIN; WANG; SUNG, 2006 
Alternaria sp. TOM; CRISAN, 1975 
Aspergillus carneus  SAXENA et al., 2003 
Aspergillus niger  EDWINOLIVER et al., 2010  
A. oryzae  TOIDA et al., 2000 
Botryosphaeria rhodina  MESSIAS et al., 2009 
Botryosphaeria ribis  MESSIAS et al., 2009 
Cunninghamella verticillata  GOPINATH et al., 2002 
Geotrichum sp.  BURKET et al., 2004  
Fusarium globulosum  GULATI et al., 2005 
Fusarium oxysporum  PRAZERES; CRUZ; PASTORE, 
2006  
Mucor circinelloides  SZCZESNA-ANTCZAK et al., 2006  
Penicillium aurantiogriseum  LIMA et al., 2003 
Penicillium restrictum  CAMMAROTA; FREIRE, 2006  
Penicillium simplicissimum  GUTARRA et al., 2007 
Penicillium verrucosum  KEMPKA et al. 2008  
Rhizopus arrhizus  LI; WANG; TAN, 2006  
Rhizopus chinensis  SUN; XU, 2009 
Rhizopus delemar  AÇIKEL, ERŞAN, AÇIKEL, 2010 
Rhizopus homothallicus  DIAZ et al., 2006  
Trichoderma viride  KASHMIRI; ADNAN; BUTT, 2006 
Fonte: MESSIAS et al. (2011). 
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Diversas empresas produzem lipases a partir de diferentes fontes 
biológicas para aplicação em segmentos industriais (Tabela 3). Ressalta-se a 
Novozymes, uma empresa dinamarquesa que utiliza diferentes micro-organismos 
para produção de lipases comerciais. 
   
Tabela 3. Lipases comerciais produzidas por diferentes fontes 
 
Fonte biológica 
 
Fornecedor 
Achromobacter sp Meito Sangyo 
Aspergillus Níger Aldrich, Amano, biocatalysts, Fluka, Novozymes, Rohm 
Aspergillus sp Novozymes 
Candida Antarctica A Boehringer, Fluka, Novozymes 
Candida Antarctica B Fluka, Novozymes, Boehringer 
Candida cylindracea Meito 
Candida rugosa Aldrich, Altu, Amano, biocatalysts, Boehringer, Fluka, Meito Sangyo, 
Sigma, Roche   
Chromobacterium 
viscosum 
Asachi 
Geotrichum candidum Amano, biocatalysts 
Mucor javanicus Amano 
Mucor miehei Amano, Boehringer, biocatalysts, Fluka, Novozymes 
Penicilium roqueforti Amano, biocatalysts, Fluka 
Pseudomonas sp. Amano, Boehringer, Fluka, Mitsubishi, Rohm, Sigma 
Rhizopus arrhizus Biocatalysts, Boehringer, Fluka, Sigma 
Rhizopus oryzae Amano, Sigma 
Germe de trigo Fluka, Sigma 
Pâncreas de suíno Aldrich, Amano, Biocatalysts, Boehringer, Fluka, Rohm, Sigma  
Fonte: PAQUES e MACEDO (2006). 
 
Micro-organismos extremófilos, incluindo espécies termófilas e psicrófilas 
isoladas a partir de amostras ambientais de solo foram analisadas por seleção em 
meios sólidos e líquidos para a produção de lipases, sendo aproximadamente 20% 
produtoras de lipase (FREGOLENTE et al., 2009; GRIEBELER et al., 2011; KO; 
WANG; ANN, 2005). A tabela 4 mostra espécies microbianas até então 
desconhecidas, descritas a partir da identificação taxonômica como produtoras de 
lipases.  
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Tabela 4. Novas linhagens de micro-organismos produtores de lipases 
 
Micro-organismos 
 
Fonte 
 
Propriedades / Aplicação 
 
Referências 
 
 
Talaromyces thermophilus 
 
Fungo 
 
Alcalina, termoativa /detergentes de 
lavanderia 
 
Rondhane et al. 
(2010) 
 
Botryosphaeria ribis Fungo 
 
Alcalina, alta estabilidade em 
solventes orgânicos 
 
Messias et al. 
(2009) 
 
Colletotrichum gloesporioides 
 
Fungo 
 
Alcalina / hidrolise de óleos 
Vegetais 
 
Balaj e Ebenezer 
(2008) 
 
Pichia lynferdii 
 
Levedura 
 
Ativa em baixas temperaturas 
 
Kim et al. (2010) 
 
Pseudozima hubeiensis 
 
Levedura 
 
Ácida, termoestável / aumento da 
atividade em detergentes e 
compostos quelantes 
 
Bussamara et al. 
(2010) 
 
Cryptococcus spp. 
 
Levedura 
 
Simetria-assimetria de 
proquirais propanodiol 
 
Lin et al. (2006) 
 
Staphylococcus xylosus 
 
Bactéria 
 
Alcalina, termorresistente 
 
Bouaziz et al. 
(2011) 
 
Sphingobacterium 
multivorum 
 
Bactéria 
 
Transesterificação 
 
Li et al. (2010) 
 
Fervidobacterium nodosum 
Yu et al. (2010) 
 
Bactéria 
 
Alcalina, termófila, resistente a 
solventes e íons metálicos 
 
 
Yu et al. (2010) 
Fonte: ALMEIDA (2012). 
 
3.1.4.1 Yarrowia lipolytica 
Yarrowia lipolytica é um fungo hemiascomiceto, pertencente à família 
Dipodascaceae que degrada substratos hidrófobos de forma muito eficiente 
(BANKAR; KUMAR; ZINJARDE, 2009; FABISZEWSKA; KOTYRBA; NOWAK, 2015). 
Essa levedura é estritamente aeróbia, não patogênica, apresenta uma vasta 
aplicação biotecnológica devido a sua capacidade de metabolizar lipídeos e 
hidrocarbonetos e de excretar diversos metabólitos como ácidos orgânicos e 
proteínas extracelulares em quantidades interessantes para aplicações industriais, 
sendo muito usada para expressão e secreção de proteínas específicas (BRÍGIDA et 
al., 2014; FABISZEWSKA; KOTYRBA; NOWAK, 2015; GROENEWALD et al., 2014). 
O potencial de cepas de Yarrowia lipolytica tem sido investigado em 
trabalhos de biorremediação, sendo usada como agente promissor para o 
tratamento de áreas contaminadas devido à facilidade e viabilidade de aplicação 
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dessa técnica no controle de derramamentos (KARIGAR; RAO, 2011; MAHMOUD et 
al., 2015; MARGESIN; ZIMMERBAUER; SCHINNER, 2000). Essa técnica envolve a 
aceleração da biodegradação em ambientes naturais contaminados através do 
aumento da disponibilidade de nutrientes e melhoria das condições ambientais por 
bioestimulação e adição de micro-organismos por bioaumento (KARIGAR; RAO, 
2011; MAHMOUD et al., 2015; ZINJARDE, 2014). 
A levedura Yarrowia lipolytica difere das bem caracterizadas leveduras 
convencionais, como Saccharomyces cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe, 
porém apresenta similaridades no que diz respeito a sua evolução filogenética, 
fisiologia, genética e biologia molecular com Cândida albicans (DUJON et al., 2004; 
ZHU; JACKSON, 2015). Inicialmente Yarrowia lipolytica foi caracterizada como 
Candida lipolytica e incluída no grupo deuteromycetous pela descrição do estágio 
sexual. Com a observação de ascósporos, o fungo foi reclassificado e renomeado 
como Endomycopsis lipolytica, Saccharomycopsis lipolytica e posteriormente, como 
Yarrowia lipolytica (GROENEWALD et al., 2014;  LIU; JI; HUANG, 2015; OLIVEIRA, 
2014; VAN DER WALT; VON ARX, 1980). 
Contrariamente a Candida albicans, Yarrowia lipolytica é um micro-
organismo não-patogênico e apresenta o ciclo celular bem definido. Essa última 
característica permite fácil manipulação gênica, o que proporcionou um rápido 
progresso das pesquisas com essa levedura. 
Yarrowia lipolytica é um fungo dimórfico que pode ser encontrado sob três 
formas morfológicas: levedura, pseudohifa (cadeia de células alongadas com 
constrições visíveis posicionando o septo) e hifa (filamentos lineares sem 
constrições visíveis). Esta capacidade da Y. lipolytica de alterar sua morfologia 
celular de acordo com as condições do ambiente, pode ser associada com a 
composição do seu habitat, onde a mesma possui como nicho, substratos ricos em 
lipídeos e proteínas. Entretanto, algumas espécies têm sido isoladas do solo, rede 
de tratamento de esgotos e ambientes contaminados com óleo. Além disso, 
possuem vigoroso crescimento em diferentes valores de pH e apresentam 
crescimento ótimo a 30ºC, embora sejam capazes de crescer em uma ampla faixa 
de temperatura, que se estende de 5 a 32º C (BARTH; GAILLARDIN, 1997; 
DARVISHI, 2012).  
Diversos trabalhos com Yarrowia lipolytica utilizam meio contendo óleo de 
oliva como indutor, e sabe-se que lipases são produzidas no início do cultivo, mas se 
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acumulam na parede celular e passam a ser excretadas quando a disponibilidade de 
substrato diminui e a liberação da enzima se torna necessária para assimilação do 
substrato remanescente (NUNES et al., 2014; ZAREVÚCKA, 2012).  
 
3.2 Processos fermentativos 
O processo fermentativo consiste em fornecer nutrientes como fontes de 
carbono, nitrogênio e outros elementos necessários à reprodução do micro-
organismo e à obtenção de um bioproduto de valor comercial. A transformação da 
cevada em cerveja, da uva em vinho e da farinha de cereais em pão são exemplos 
de fermentação, relatados desde a antiguidade (SONDERGAARD; GRUNERT; 
SCHOLDERER, 2005). 
Os processos fermentativos têm grande importância em vários setores de 
interesse para a sociedade, seja na indústria química, farmacêutica e na agricultura, 
bem como na indústria de alimentos (MONTEIRO; SILVA, 2009).  
Existem basicamente dois diferentes tipos de processos fermentativos: a 
fermentação submersa (FS) e a fermentação em meio semi-sólido ou estado sólido 
(FMSS ou FES) (FERNANDES et al., 2007; ORLANDELLI et al., 2012).  Na 
fermentação no estado sólido, um suporte sólido (espuma de poliuretano, bagaço de 
cana e outros) é utilizado para o crescimento microbiano, enquanto a fermentação 
submersa ocorre em meio com presença de água livre superior a 95% onde as 
fontes de nutrientes (substratos) são solúveis (ORLANDELLI et al., 2012; 
RODRIGUES; SANT’ANNA, 2001). 
Na produção de enzimas microbianas em escala de laboratório, o meio de 
fermentação é colocado em frascos de Erlemeyer, por exemplo e a fermentação 
ocorre sob agitação e temperatura controladas em shaker orbital. A fermentação em 
laboratório também pode ser feita com ampliação de escala em biorreatores. Em 
escala industrial, a fermentação ocorre em fermentadores (reatores) com grande 
capacidade de volume (ELLAIAH et al., 2004; MORAIS JÚNIOR, 2013). A escolha 
desses processos depende de vantagens apresentadas nas fases de crescimento 
dos micro-organismos cultivados sob parâmetros físico químicos (pH e temperatura) 
controlados, e na recuperação das enzimas extracelulares (MORAIS JÚNIOR, 
2013). 
44 
 
  
 A fermentação submersa em escala industrial inicia-se com os processos 
prévios à fermentação, também chamados processos upstream ou a montante da 
fermentação. A cultura estoque do micro-organismo a ser utilizada é cultivada em 
frascos contendo meio basal mantidos com pH, temperatura e agitação controlados, 
até que seja atingida a fase de crescimento exponencial média ou tardia (pré-
inóculo). O pré-inóculo obtido é transferido para um ou mais fermentadores com 100 
a 500 litros de capacidade, contendo meio de cultivo com a mesma composição do 
que será utilizado no reator principal. Ao atingir o tempo de crescimento ideal, o pré-
inóculo é transferido para o fermentador principal contendo o meio de cultivo 
necessário para a produção da enzima. O monitoramento da ocorrência de 
contaminação por bacteriófagos ou micro-organismos mutantes que reduzam a 
eficiência da produtividade ocorre durante todas as etapas do processo de produção 
enzimática (RODRIGUES; SANT’ANNA, 2001; LÓPEZ et al.,  2010; SALIHU et al., 
2012). 
Os meios de cultivo podem ser formulados a partir de compostos 
quimicamente conhecidos (meio sintético) que representam uma parcela 
considerável no custo da produção. No entanto a formulação de meios alternativos a 
partir de matérias-primas naturais tem crescido, principalmente em países 
emergentes que produzem grandes quantidades de resíduos agro-industriais 
passíveis de reaproveitamento por processos biotecnológicos. Os meios de cultivo 
devem fornecer aos micro-organismos basicamente carbono e nitrogênio como 
macro-nutrientes que podem ser encontrados em resíduos das indústrias cana, 
amido, milho, soja, gelatinas, peixes, sorvetes, queijos e outras, além de fatores de 
crescimento e micronutrientes como extrato de levedura e farinhas de sementes 
oleaginosas (ORLANDELLI et al., 2012). 
 Na produção de enzimas por micro-organismos a adição ou controle de 
elementos minerais como: fósforo, enxofre, potássio, cálcio, magnésio, sódio, ferro e 
cloro, bem como a presença de uma pequena quantidade de elementos traços 
como: manganês, cobre, zinco, molibdênio, cromo, níquel, cobalto e boro que são de 
grande importância como constituintes para estrutura de enzimas e coenzimas são 
necessários na composição dos meios de cultura (ORLANDELLI et al., 2012).  
Como as enzimas apresentam elevada especificidade, para produzir uma 
determinada enzima é necessário adicionar ao meio de cultivo um indutor específico: 
azeite e óleo de soja para lipase, leite desnatado em pó e gelatina para proteases, 
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amido para amilases, uréia para ureases, xilose para xilose isomerases, 
carboximetilcelulose para celulases, farelo de trigo para fenoloxidases e pectina 
cítrica para pectinases, entre outros (ORLANDELLI et al., 2012; SENA et al., 2006; 
SOUZA; OLIVEIRA; ANDRADE, 2008). 
Fermentação submersa em escala industrial é operada de modo contínuo 
ou descontínuo em fermentadores com capacidade de 10.000 a 100.000 litros com 
agitação mecânica. No modo contínuo, entrada de substrato apresenta uma 
freqüência de acordo com as necessidades do microrganismo e saída do líquido 
metabólico (ORLANDELLI et al., 2012); no modo descontínuo (batelada), uma única 
quantidade de substrato é fornecida ao microrganismo no início do processo 
(KOUTINAS; WANG; WEBB, 2003; SHU; XU; LIN, 2006). 
O aquecimento e a refrigeração nesses fermentadores ocorrem através 
de serpentinas internas; podendo haver monitoramento por sensores de pH, 
temperatura, oxigênio dissolvido e espuma. O término do processo de fermentação 
tem como principal parâmetro de controle a atividade enzimática, entretanto 
parâmetros como pH, oxigênio dissolvido e características do caldo fermentado são 
complementares (ORLANDELLI et al., 2012). 
Após a obtenção do caldo fermentado (líquido metabólico), seguem-se os 
processos de pós-fermentação (downstream ou a jusante da fermentação), para 
recuperar as enzimas produzidas no caldo fermentado. As etapas de separação e 
purificação removem as substâncias tóxicas e/ou metabólitos indesejáveis. As 
células microbianas podem ser separadas do caldo fermentado que contém as 
enzimas produzidas por centrifugação ou filtração. No caso dos fungos, essa 
separação pode ser facilmente realizada por filtração simples, já as bactérias e 
leveduras possuem como desvantagem a necessidade de metodologias de filtragem 
de custo mais elevado como a ultra-filtração e podem necessitar de uma floculação 
com agentes convencionais (sulfato de alumínio, cloreto de cálcio) ou polieletrólitos 
(PHADATARE; DESHPANDE; SRINIVASAN, 1993; RODRIGUES; SANT’ANNA, 
2001).  
Após a separação, o caldo fermentado contendo a enzima de interesse é 
concentrado por evaporação a vácuo ou por processos mais modernos de ultra 
filtração. A etapa seguinte, de purificação, tem como objetivo isolar enzimas 
específicas a partir de um extrato bruto de células, contendo muitos outros 
componentes indesejados, de forma a se obter o máximo de atividade específica 
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(unidade enzimática por miligrama de proteína) com a melhor recuperação possível 
da atividade inicial (ORLANDELLI et al., 2012).  
A purificação pode ser feita por precipitação em sulfato de amônia, que 
apresenta baixo custo, alta solubilidade e proteção natural das enzimas; entretanto, 
nos últimos anos, outras técnicas como a cromatografia de troca iônica vêm 
ganhando importância (KANWAR; GOGOI; GOSWAMI, 2002). Para a obtenção de 
produtos (preparações enzimáticas) para uso técnico ou comercial, purificações 
relativamente simples são empregadas; para produtos de uso analítico ou 
farmacêutico, técnicas cromatográficas são utilizadas (ORLANDELLI et al., 2012). 
Na etapa de acabamento, as preparações enzimáticas, brutas ou 
purificadas, podem ser mantidas na forma líquida, granulada ou liofilizada com a 
adição de estabilizadores, como sais, glicóis, carboidratos ou proteínas inertes, 
como a albumina bovina sérica (BSA). Para a preservação da atividade da enzima e 
de sua conformação nativa, aditivos, modificação química controlada ou imobilização 
enzimática podem ser empregados. Outras substâncias podem ser adicionadas às 
enzimas para garantir sua estabilização, desde que sejam compatíveis com o uso 
final da enzima em questão, por exemplo: substratos, antibióticos, ésteres de ácidos 
benzóicos, inibidores de enzimas contaminantes e agentes quelantes. Durante o 
período de armazenamento e comercialização até a sua utilização, as preparações 
enzimáticas devem manter as suas características, assim, o fabricante normalmente 
indica quais as condições de armazenamento necessárias e a validade da atividade 
enzimática nestas condições (MAHMOUD et al., 2015). 
A fermentação submersa apresenta como grandes vantagens, a relativa 
facilidade de cultivo em grande escala devido à homogeneidade do meio de cultivo e 
facilidade no controle dos parâmetros do processo, principalmente quando 
monitorados por sensores (COUTO; SANROMÁN, 2006). Os fatores desfavoráveis a 
fermentação submersa são os meios sintéticos que podem representar um elevado 
custo do processo, além de uma maior probabilidade de contaminação devido ao 
grande volume de água usada no meio de cultivo (ORLANDELLI et al., 2012). 
Por apresentar vantagens em relação às enzimas obtidas a partir de 
animais, plantas e aos catalisadores químicos, como: alta produtividade dos 
processos biotecnológicos, redução do tempo de produção, e por não sofrer 
interferências de fatores ambientais, as enzimas produzidas por micro-organismo 
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tem maior presença no mercado global atualmente (COLLA; REINEHR; COSTA, 
2012; MESSIAS et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2013). 
 
3.3 Concentração de enzimas por ultrafiltração 
 
A ultrafiltração é um processo de concentração bastante utilizado com a 
finalidade de recuperar, além de concentrar gorduras, emulsões, colóides e 
proteínas, que são utilizadas como aditivos em diversos produtos industriais. O 
concentrado de enzimas favorece o seu transporte e acondicionamento, o que 
viabiliza a sua utilização por diminuir os custos com frete e facilitar o manuseio 
(BRIÃO; TAVARES, 2007; FRANCO, 2006). 
Na ultrafiltração, o fluxo de entrada é separado em dois fluxos de saída, 
conhecidas como permeado e retentado. O permeado é a fração que atravessa a 
membrana semi-permeável e o retentado é a fração enriquecida com os solutos ou 
sólidos suspensos que não atravessam a membrana.  
A figura 7, ilustra a técnica de ultrafiltração visando concentrar proteínas 
contidas num meio líquido (FRANCO, 2006). 
 
 
Figura 7. Representação de ultrafiltração por membrana filtrante. 
         Fonte: FRANCO (2006). 
 
A função da membrana é atuar como barreira seletiva, permitindo a 
passagem de certos componentes e retendo outros componentes na mistura. A 
seletividade da membrana está relacionada às dimensões da molécula ou partícula, 
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ao tamanho do poro, à difusibilidade do soluto na matriz e às cargas elétricas 
associadas (FRANCO, 2006).  
Os processos de separação com membrana como a microfiltração, 
ultrafiltração, nanofiltração e osmose inversa se diferenciam dos processos clássicos 
de filtração por utilizar meios filtrantes (membranas) com poros cada vez menores, 
os quais utilizam a diferença de pressão como força motriz (NASCIMENTO, 2012). 
A ultrafiltração é utilizada na concentração e fracionamento de proteínas, 
recuperação de pigmentos e recuperação de óleos. Durante o processo de 
ultrafiltração é aplicada uma força motriz de 1 a 7 atm. Por exemplo, quando o 
material retido for colóides e macromoléculas de massa molar maior que 5 kDa, o 
material permeado, são a água (solvente) e sais solúveis de baixa massa molar, 
menor do que a porosidade da membrana (FRANCO, 2006).  
BRIÃO e TAVARES (2007) avaliaram o uso da ultrafiltração para a 
remoção de nutrientes em efluentes de indústrias de laticínio. Para tanto, utilizaram 
membranas tubulares e espiraladas que apresentaram diferentes tamanhos de 
poros, constituídas de fluoreto de polivinilideno (PVDF) ou de polietersulfona. Os 
resultados indicaram eficiência de remoção de DQO (próximo a 75%), de proteínas 
(acima de 90%) e de gorduras (acima de 90%). 
 
3.4 Estabilização de enzimas   
 
A aplicação industrial de enzimas exige a estabilização do líquido 
metabólico para que a atividade seja máxima durante o armazenamento e utilização 
do produto final. 
A formulação de bioprodutos contendo enzimas é essencial na utilização 
e comercialização dos mesmos, visando à manutenção da atividade catalítica 
durante o período de armazenamento, transporte e aplicação do produto. 
Considerando que as enzimas são moléculas protéicas de estruturas complexas, se 
faz necessário a adição de conservantes e estabilizantes químicos para proteger a 
sua estrutura ativa, manter sua atividade prolongar a vida de prateleira do formulado 
(NASCIMENTO; MARTINS, 2006). 
As substâncias conservantes são adicionadas como prevenção a 
possíveis contaminações microbiológicas durante o armazenamento do produto, 
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considerando que as enzimas comerciais geralmente são produzidas a partir de um 
meio de cultivo contendo nutrientes e, por conseguinte, favorece a proliferação 
microbiana (SILVA, 2011).  
Polióis, açúcares e emulsificantes são substâncias bastante utilizadas na 
formulação de enzimas devido as suas propriedades estabilizantes, não oferecem 
riscos à saúde e reduzem o custo de produção.  
O glicerol tem sido muito utilizado como estabilizante na formulação de 
enzimas. Segundo Buxbaum (2011), Nolting (2006), Silva e colaboradores (2014), o 
efeito do glicerol na estabilidade do bioproduto pode ser explicado pela proteção aos 
aminoácidos envolvidos na reação de deamidação (mecanismo “shell-type” das 
enzimas) ou pela  inibição da reação de oxidação da estrutura protéica. 
Quanto ao efeito dos emulsificantes nas lipases, deve-se ter em conta 
que a atividade da lipase varia tanto em função do tipo de tensoativo, como da sua 
concentração (MENDES et al., 2005; MOZAFFAR; WEETE; DUTE, 1994). Entre os 
tensoativos, a goma arábica e o Triton X-100 são os emulsificantes mais usados nas 
análises da ação lipolitíca sobre triglicerídeos (MENDES et al., 2005). Os tensoativos 
iônicos não são convenientes porque podem deslocar o equilíbrio iônico. Entre os 
tensoativos não iônicos, alguns deles como o “Tween” e o “Span” também não são 
adequados à determinação da atividade lipolitíca porque, em virtude de possuírem 
ligações éster nas suas moléculas, podem sofrer ataque por parte da lipase. 
 
3.5 A cadeia produtiva do leite  
A pecuária do leite no Brasil teve sua origem no extrativismo e na cultura 
de subsistência, por isso a grande maioria dos municípios brasileiros são produtores 
de leite. Apenas 67 dos 5.564 municípios do País não produzem leite e dos 100 
municípios que mais produzem leite, 53 tem o leite como a principal atividade 
econômica. De acordo com o Sindicato da Indústria de Laticínios e Produtos 
Derivados do Estado do Rio Grande do Sul (SINDILAT, 2015), o Censo 
Agropecuário do IBGE de 2010, indicou que em 2006, 1,35 milhões (26%) dos 
estabelecimentos agropecuários existentes no Brasil, dedicavam-se, total ou 
parcialmente, à pecuária do leite. Desse total apenas 20% eram considerados como 
grandes produtores tendo contribuído com 73% da produção nacional.   
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O Brasil é um grande produtor de leite no cenário mundial e esse produto 
ocupa posição de destaque na economia nacional. Nas últimas décadas, tem se 
verificado uma consistente tendência de crescimento da produção e de mercado do 
leite, que representou 10% do valor gerado pela agropecuária e 76% do valor 
gerado pela pecuária no país. De acordo com o SINDILAT (2015), relatórios da 
EMBRAPA apontaram o Brasil como o terceiro maior produtor mundial de leite em 
2010 com uma produção de aproximadamente 31.667.600 toneladas, que equivale a 
5,3% da produção mundial daquele ano. 
 Segundo a FAO (2012) e o Departamento de Agricultura dos Estados 
Unidos da América, o Brasil é o quinto produtor mundial de leite, registrando uma 
produção de 31,2 milhões de toneladas, ficando à sua frente à União Européia (140 
bilhões de litros), Estados Unidos (93 bilhões), Índia (60 bilhões) e China (37 
bilhões). O mercado futuro aponta que o Brasil inverterá sua posição no comércio 
internacional, passando a exportar mais do que importar. A produção leiteira em 
2013 atingiu 35 bilhões de litros, o que representou um aumento de 35% em relação 
aos 26 bilhões de litros produzidos em 2007. O Instituto Brasileiro de Geografia e 
Estatística IBGE projetou um crescimento de 5% na produção de leite em 2014, 
chegando a 36,75 bilhões de litros no ano; para 2015, o mercado atingiria ser de 
37,107 bilhões de litros. Segundo dados do IBGE, a industrialização de leite bovino 
no Brasil alcançou no ano de 2015 a marca de 24 bilhões de litros, dos quais grande 
parte foi utilizada na produção de queijos e teria movimentado no país 
aproximadamente 1,35 milhões de toneladas (MILKPOINT, 2016). A projeção para 
2020 é de um mercado de 42.415 bilhões de litros para uma produção de 45.843 
bilhões (SINDILAT, 2015).   
 
3.5.1 O queijo  
O queijo é definido como sendo o produto fresco ou maturado que 
representa um grupo de produtos alimentares que se obtém por separação parcial 
do soro do leite ou leite reconstituído (integral, parcial ou totalmente desnatado), ou 
de soros lácteos coagulados pela ação física do coalho, de enzimas específicas, de 
bactéria específica, de ácidos orgânicos, isolados ou combinados, com ou sem 
agregação de substâncias alimentícias e, ou especiarias e, ou condimentos, aditivos 
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especificamente indicados, substâncias aromatizantes e matérias corantes (COSTA, 
2011; PAULA; CARVALHO; FURTADO, 2009). 
A composição química do queijo é basicamente gordura do leite, água, 
proteínas e minerais. É um alimento sólido elaborado a partir do leite fermentado e 
coalhado de vaca, cabra, ovelha, búfalo, camela e outros mamíferos, além do sal, 
coalho e água onde as concentrações protéicas podem ser até 10 vezes superiores 
as do leite cru. 
Com os avanços nas áreas de química e microbiologia aplicadas ao leite, 
a fabricação de queijos ganhou maior qualidade e produtividade. O mercado 
brasileiro de queijos tem avançado de forma consistente nos últimos anos, atingindo 
aproximadamente R$ 19 bilhões em 2014. O volume comercializado cresceu 9,4% e 
o faturamento em 7,7% ao ano no período de 2006 a 2013. A projeção para o 
período de 2014 a 2017 é de um aumento médio de 11,4% no volume vendido e de 
11,1% nos valores anuais obtidos com a comercialização (AZEVEDO et al., 2016). 
 
3.5.2 O soro de queijo  
 O soro de queijo é um subproduto da indústria de laticínios que resulta da 
precipitação e remoção das caseínas do leite durante a produção de queijo, 
podendo ser por via ácida ou enzimática; não possui compostos tóxicos não 
biodegradáveis e apresenta uma carga orgânica com elevado potencial poluente 
(BARANA et al., 2012; PRAZERES; CARVALHO; RIVAS, 2012). De acordo com 
Magalhães e colaboradores (2010) e Barana e colaboradores (2012), o soro de leite, 
quando descartado em corpos d’ água tem elevado potencial poluidor com valores 
da DBO que variam entre 50 a 80 gO2/L.  
O soro do queijo líquido representa 80 a 90% do volume do leite utilizado 
na produção de queijos e apresenta em sua composição 55% dos nutrientes do leite, 
onde se destacam a lactose 4,8%, proteínas solúveis (globulina e albumina) 0,75%, 
lipídeos 0,5% e sais minerais 8 a 10% que possuem excelentes propriedades 
funcionais, nutricionais e tecnológicas (LIRA et al., 2009; PELEGRINE; 
CARRASQUEIRA, 2008; PESCUMA et al., 2010; SMITHERS, 2008). O cloreto de 
sódio e o cloreto de potássio representam mais de 50% dos sais minerais presentes 
no soro, que também contém sais de cálcio, principalmente como fosfato de cálcio, 
ácido lático, ácido cítrico, uréia, ácido úrico, vitaminas do complexo B, ácido 
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pantotênico, ácido fólico e biotina, bem como suas proteínas que são ricas em 
aminoácidos essenciais (ALVES et al., 2014; COSTA, 2011). Esse resíduo líquido da 
indústria de lacticínios que possui sabor ácido ou doce e cor verde amarelada, se 
separa do coágulo no processo de coagulação do leite para produção do queijo que 
ocorre com redução do pH da caseína ou produtos lácteos similares onde estão 
contidos metade dos sólidos totais do leite (ALVES et al., 2014; BARANA et al., 
2012; OLIVEIRA et al., 2012; PESCUMA et al., 2010).   
A coagulação enzimática produz a caseína com produção de queijos e 
soro doce; a precipitação ácida no pH isoelétrico das caseínas (pI = 4,6), resultando 
na caseína isoelétrica e no soro ácido; e a separação física das micelas de caseína 
por microfiltração, em membranas de 0,1 μm, obtendo-se um concentrado de 
micelas e as proteínas do soro (ALVES et al., 2014; MORIN; BRITTEN; JIME, 2007).  
O soro de queijo já foi considerado um resíduo de reaproveitamento 
oneroso para a indústria de produtos lácteos. Entretanto, com as regulamentações 
ambientais rigorosas em relação ao descarte de produtos com alta demanda 
biológica de oxigênio, associadas ao elevado valor nutricional dos constituintes do 
soro e com o desenvolvimento de técnicas de fracionamento, esse produto é 
amplamente requisitado como precursor de ingredientes ou como ingrediente na 
indústria de alimentos e como substrato na produção de metabólitos microbianos 
(ALVES et al., 2014; GERNIGON; SCHUCK; JEANTET, 2010). 
 
3.6 Impactos ambientais gerados pelos efluentes lácteos 
 
A indústria de laticínios no Brasil é responsável pela geração de um 
grande volume de rejeitos sólidos, líquidos e gasosos com carga orgânica, agentes 
infectantes e nutrientes provinientes do leite e seus subprodutos, detergentes, 
desinfetantes, areia, lubrificantes, açúcar, pedaços de frutas, essências, 
condimentos e corantes que são diluídos na água de lavagem de equipamentos, 
tubulações, pisos e demais instalações da indústria, capazes de alterar as 
características naturais do ambiente. (MACHADO et al., 2006; POKRYWIECKI et al., 
2013; PRADO; CABANELLAS, 2008). A composição, o volume e a carga poluente 
de efluentes lácteos são determinados pela quantidade de leite processado, pelo 
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estado de conservação dos equipamentos utilizados e utilização de processos 
industriais que reduzam o volume de efluentes e sua carga poluente antes do seu 
descarte (POKRYWIECKI et al., 2013). 
O lançamento dessas águas residuais sem tratamento prévio nos corpos 
hídricos gera diversos impactos ambientais como, a elevação da DBO da água e 
formação de película lipídica que provocam a diminuição do oxigênio dissolvido no 
meio; alteração da temperatura; aumento da concentração de sólidos solúveis; 
eutrofização dos corpos hídricos e proliferação de doenças veiculadas pela água 
(SANTOS et al., 2009; BELO, 2009). 
O crescimento da produção associado à maior geração de resíduos 
lácteos tem motivado investimentos de grupos nacionais e estrangeiros na 
modernização de antigas plantas e na instalação de novas unidades com processos 
de produção atentos as boas práticas de controle, tratamento e reaproveitamento de 
resíduos amplamente utilizados na Europa e nos Estados Unidos da América, 
visando atender às exigências da legislação ambiental e ostentar o selo de empresa 
com compromisso social, adotando práticas ambientalmente corretas. No entanto 
uma grande parcela da produção de queijos no Brasil é feita por processo artesanal, 
em propriedades rurais ou pequenas unidades fabris e até em grandes queijarias 
que ainda não adotaram as práticas de controle, reaproveitamento e descarte dos 
resíduos, necessárias para reduzir o impacto ambiental (ALVES et al., 2014). 
 
 3.7 Tratamento de efluentes lácteos 
O tratamento dos efluentes é de fundamental importância para a 
preservação do ambiente, melhoria da qualidade de vida da população e para o 
reaproveitamento de recursos naturais esgotáveis. O enquadramento das indústrias 
de laticínios na legislação que regulamenta o descarte de efluentes em mananciais 
de água e no solo é fundamental, pois estimula novos conceitos e práticas nesse 
setor, como a modernização dos parques industriais, para a reutilização e 
tratamento dos resíduos gerados na produção. As soluções contemplam o uso de 
tecnologias mais eficientes que permitam reduzir o volume de soro, utilizando esse 
efluente lácteo como matéria-prima para o crescimento de micro-organismos na 
produção enzimas, na biodigestão anaeróbia e aeróbia para a produção de 
fertilizante, além de biogás e suas aplicações. A agregação de valor a esse 
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subproduto e/ou tratamento do volume excedente para atender a legislação 
ambiental e sanitária em vigor gera lucro para indústria, proteção do meio ambiente, 
e, novos postos de emprego para população.  
3.7.1 Tratamento físico-químico de efluentes lácteos 
 
3.7.1.1 Coagulação 
A coagulação química ocorre através de neutralização das cargas 
negativas das partículas e tem por objetivo aglomerar as impurezas que se 
encontram em suspensão, no estado coloidal ou dissolvidas em partículas maiores, 
formando flocos que dependendo de seu tamanho e de sua densidade, tendem a 
sedimentar ou flotar, e podem ser removidos por decantação ou filtração (MATOS et 
al., 2007; SANTOS et al., 2009).  
A neutralização das cargas através da adição de agentes coagulantes 
modifica as características da água e dos sólidos, o induz a aproximação das 
partículas dispersas e formação dos flocos que ocorre no chamado ponto isoelétrico. 
O pH ± 4,6 é o ponto isoelétrico na qual as proteínas dos efluentes lácteos 
aglomeram-se e formam flocos (ALMEIDA; GROSSI, 2014). 
Os agentes coagulantes mais utilizados são sais de alumínio e ferro, que 
podem ser associados a coadjuvantes como polímeros catiônicos, sílica ativada e 
bentonita para otimizar o processo (ALMEIDA; GROSSI, 2014). 
Para os efluentes emulsionados, o método consiste na desestabilização 
do estado coloidal da emulsão, neutralizando as forças eletrostáticas e/ou as forças 
de Van der Waals (ALMEIDA; GROSSI, 2014). Além desses produtos químicos, 
coagulantes naturais como a Moringa oleifera podem ser utilizados em escala 
reduzida. 
3.7.1.2 Floculação 
O processo de floculação sucede à coagulação, e ocorre com a junção 
das partículas coaguladas ou ainda desestabilizadas sob agitação lenta da água 
para aumentar o número de colisões entre essas partículas necessárias para 
formação dos flocos. Os compostos que formam os flocos, são de natureza elétrica 
positiva, e atraem as impurezas e contaminantes (sólidos, bactérias e colóides) de 
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carga negativa dispersos na água (ALMEIDA; GROSSI, 2014). Nas indústrias de 
laticínios os sistemas de tratamentos dispõem de caixas de separação de gorduras 
que trabalham com controle da temperatura  limite de 35 ºC e pH 8,5, para reter os 
sólidos que a floculação não conseguiu retirar e evitar a saponificação. Os sólidos 
retidos pelas caixas de separação são misturados com os sólidos retirados do 
floculador. A eficiência desse processo nas caixas de separação pode ser 
comprometida em regiões muito frias, pois a baixas temperaturas as gorduras se 
solidificam (DURLI, 2007). 
 
3.7.1.3 Flotação 
A flotação é um processo de separação onde as partículas presentes na 
suspensão são recuperadas pela adesão das mesmas a bolhas de gás (geralmente 
ar). Como a densidade do ar é menor do que a densidade das partículas é de se 
esperar que as bolhas ascendam na massa líquida promovendo a ocorrência do 
contato (choque) bolha-partícula, sendo este conjunto carreado para superfície onde 
são recuperadas. A capacidade das partículas suspensas de se aderirem às bolhas, 
permitindo uma separação seletiva é essencial, para recuperação de componentes 
sólidos presentes em suspensões não homogêneas. A técnica mostra-se vantajosa 
em relação aos métodos tradicionais, quando a diferença entre as fases contínua e 
particulada é reduzida, como ocorre no tratamento de emulsões e suspensões 
floculentas (VILAR, 2009). 
 
3.7.1.4 Sedimentação e decantação 
A sedimentação é um processo físico que utiliza a gravidade para 
separação das partículas sólidas presentes no efluente e sedimentada (lodo) na 
parte inferior da estação de tratamento de efluente da fase líquida (efluente tratado) 
que é removida da estação pela parte superior, e descartada no meio ambiente 
(CRESPILHO; SANTANA; REZENDE, 2004). Nos casos em que os materiais 
presentes na água não possam ser separados pelo processo de sedimentação 
simples, faz-se primeiro o processo de coagulação para melhorar a eficiência da 
etapa de sedimentação (SANTOS et al., 2009).  
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A coagulação química associada à sedimentação representa uma opção 
aos processos de tratamento dos efluentes lácteos, com o objetivo de minimizar os 
efeitos provocados pelo descarte através do ajuste dos indicadores: teor de óleos e 
graxas (TOG), demanda química de oxigênio (DQO) e unidades nefelométricas de 
turbidez (UNT).  
Os valores limítrofes para o lançamento de efluentes em corpos de águas 
doces que podem ser destinadas ao abastecimento para consumo humano, após 
tratamento convencional (clarificação com utilização de coagulação e floculação, 
seguida de desinfecção e correção de pH), são estabelecidos pelo Conselho 
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA, 2005). 
 
3.7.2 Tratamento biológico 
O tratamento biológico para redução da carga poluente em efluentes da 
indústria de laticínios é o mais utilizado, devido ao elevado teor de matéria orgânica 
biodegradável passível de remoção por via metabólica de oxidação e síntese celular. 
No ambiente, em condições anaeróbias, pode haver metanização dos óleos, 
contribuindo para o efeito estufa. 
No que diz respeito à legislação, no Brasil, a Resolução CONAMA nº 357, 
de 17 de março de 2005, alterada pelas resoluções 410/2009 e 430/2011, 
estabelece, no seu artigo de nº 34, a concentração de óleo mineral de até 20 mg.L-1 
e de óleos e gorduras vegetais e animais de até 50 mg.L-1, presentes em efluentes a 
serem lançados em corpos hídricos. 
O tratamento biológico de efluentes consiste na remoção ou redução da 
carga orgânica solúvel, através da decomposição da matéria orgânica por micro-
organismos (bactérias, protozoários e algas).  Esse tratamento que pode se dá por 
processo aeróbio ou anaeróbio representa uma alternativa econômica aos outros 
processos de tratamento.  
 
3.7.2.1 Processos aeróbios 
No tratamento biológico aeróbio, os micro-organismos, degradam as 
substâncias orgânicas por meio de processos oxidativos metabolizam os nutrientes 
e os utilizam como fonte de energia. Os sistemas aeróbios de lagoas aeradas e 
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filtros biológicos apresentam bons resultados, no entanto os sistemas de lodos 
ativados (massa microbiana floculenta que se forma quando esgotos e outros 
efluentes biodegradáveis são submetidos à aeração) são dos mais aplicados e com 
maior eficiência na remoção de carga, atingindo até 98% de eficiência na remoção 
de DBO sob aeração prolongada (BARCELLOS; CARVALHO, 2015 ; ALMEIDA; 
GROSSI, 2014; KISPERGHER, 2013). 
As bactérias responsáveis por este processo de eliminação da matéria 
orgânica que em sua maioria são heterótrofas aeróbias e facultativas atuam com 
maior eficiência em condições adequadas de temperatura (20 a 30 ºC), pH (6,0 a 
8,0) e oxigênio dissolvido (OD) 1- 4ppm do efluente, além de  obedecer a relação da 
massa com os nutrientes de Demanda Biológica de Oxigênio (DBO) carbono (C), 
nitrogênio (N), fósforo (P) = 100:5:1 que variam com a biota formada em cada 
estação. Se o processo ocorrer com o pH entre 3,0 e 5,0, haverá formação de 
fungos e má sedimentação de lodo. Já na faixa de 8,0 a 10,0, a transparência da 
água será comprometida, com lodo de aparência amarelo-marrom. A falta de 
nutrientes (N, P) produzirá a formação de flocos dispersos e crescimento de 
bactérias filamentosas, reduzindo a eficiência do tratamento de efluentes 
(BARCELLOS; CARVALHO, 2015; ALMEIDA; GROSSI, 2014; KISPERGHER, 
2013). 
A utilização do processo aeróbio como complemento do tratamento de 
efluentes tem beneficiado comunidades e indústrias, principalmente do ramo de 
alimentos e bebidas. Outra vantagem apresentada é a redução dos riscos de 
emissões de odor com maior capacidade de absorver substâncias mais difíceis de 
serem degradadas. No entanto a implantação de um sistema desse tipo necessita 
de uma área extensa (BARCELLOS; CARVALHO, 2015; ALMEIDA; GROSSI, 2014). 
  
3.7.2.2 Processos anaeróbios  
No tratamento anaeróbio de efluentes industriais as bactérias anaeróbias 
são responsáveis pela decomposição da matéria orgânica. Devido a sua eficácia, 
este tipo de tratamento é bastante utilizado, com possível aplicação em 
abatedouros, destilarias e indústria de laticínios (BARCELLOS; CARVALHO, 2015; 
ALMEIDA; GROSSI, 2014).  
58 
 
  
Os processos mais conhecidos de tratamento anaeróbio são as lagoas 
anaeróbias, os tanques sépticos, os filtros anaeróbios e os reatores de alta taxa, 
capazes de receber maiores quantidades de carga orgânica por unidade 
volumétrica, como os reatores anaeróbios de manta de lodo UASB (Upflow 
Anaerobic Sludge Blanket) ou RAFAs (Reatores Anaeróbios de Fluxo Ascendente). 
Em relação ao processo aeróbio, o tratamento anaeróbio apresenta 
vantagens como um menor consumo de energia não renovável, por não necessitar 
de aeração; o processo requer uma menor suplementação de nutrientes; produz 
menos lodo e, a maioria dos reatores utilizados ocupa menos espaço, o que o torna 
um processo econômico e ambientalmente sustentável (ALMEIDA; GROSSI, 2014; 
KISPERGHER, 2013). O tratamento anaeróbio é recomendado para o tratamento de 
efluentes que possuam altas concentrações de substâncias orgânicas. Durante a 
degradação, a matéria orgânica (solúvel e particulada) é convertida em metano e 
dióxido de carbono (BARCELLOS; CARVALHO, 2015). 
Na digestão anaeróbica ocorrem diversos processos que juntos resultam 
na decomposição da matéria:  
             ─ Hidrólise dos produtos solúveis é a primeira fase na qual algumas 
espécies anaeróbias como as pertencentes às famílias Streptococcaceae e 
Enterobacteriaceae e também o gênero das Bacteróides, Clostridium, Butyrivibrio, 
Eubacterium e Bifidobacterium e os Lactobacillus hidrolisam os produtos solúveis em 
uma mistura de ácidos orgânicos, hidrogênio e dióxido de carbono (KISPERGHER, 
2013).  
             ─ A segunda fase “acidogênese” é a etapa onde um outro grupo de 
bactérias anaeróbias metabolizam os ácidos orgânicos em acetato, H2 e CO2.  
Segundo Kispergher (2013), durante esta etapa, as bactérias metanogênicas 
consumidoras de hidrogênio rapidamente capturam o H2 e mantêm a pressão parcial 
do gás extremamente baixa o que promove uma condição termodinamicamente 
favorável para as bactérias produtoras de hidrogênio quebrar os compostos 
orgânicos em ácido fórmico, acético, outros ácidos superiores, H2 e CO2. 
             ─ Na terceira fase ocorre a acetogênese onde os produtos obtidos da 
acidogênese são utilizados como substrato. Este processo pode ser tanto autotrófico 
(utilização de CO2 como fonte de carbono para a síntese celular) ou como 
heterotrófico (utilização de substratos orgânicos como metanol e ácido fórmico como 
fonte de carbono) (KISPERGHER, 2013).   
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             ─ A quarta e última etapa é a “metanogênese”, caracterizada pela produção 
de metano, apresenta caráter exclusivamente anaeróbio e pode ocorrer por três vias 
principais: etanogênese redutora de CO2 ou hidrogenotrófica, metanogênese 
acetotrófica ou acetoclástica e vias metilotróficas (KISPERGHER, 2013). 
Os parâmetros físico-químicos com temperatura e pH são muito 
importantes no processo de digestão anaeróbia. A temperatura ótima de um 
determinado sistema está diretamente relacionada às características do efluente e 
dos micro-organismos presentes (ALMEIDA; GROSSI, 2014).  
Em relação ao pH, os micro-organismos anaeróbios podem ser 
classificados em acidogênicos onde o pH ideal é na faixa de 5,5 a 6,5 e os 
metanogênicos com pH entre 6,6 e 7,4. Nos processos anaeróbios são fornecidos 
nutrientes inorgânicos como nitrogênio, enxofre, fósforo, ferro, cobalto, níquel, 
molibdênio, riboflavina e vitamina B12 visando a otimização do processo 
(KISPERGHER, 2013).  
Outro ponto importante a ser estudado em uma digestão anaeróbia é se 
há a presença de inibidores. Os inibidores mais importantes que devem ser 
analisados são o oxigênio, o enxofre, os cátions de metais leves e os metais 
pesados (ALMEIDA; GROSSI, 2014).  
 
3.7.2.3 Tratamento enzimático 
A aplicação dos micro-organismos como fontes produtoras de enzimas e 
de muitos outros metabólitos de interesse pelo aproveitamento de resíduos de baixo 
custo oriundos de fontes renováveis da agroindústria tem sido investigada em todo 
mundo (GASPARIN et al., 2012; MANEERAT; PHETRONG, 2007; MUKHERJEE; 
DAS; SEN, 2006; NITSCHKE; PASTORE, 2006). 
As enzimas são catalisadores biológicos, obtidas a partir de células 
animais e vegetais e de micro-organismos. Os biocatalisadores são usados há muito 
tempo pela civilização humana, que tem aprimorado a sua aplicação devido às 
conquistas no campo da biologia molecular e da enzimologia. A compreensão de 
como ocorrem às reações biológicas fornecem dados para o emprego de enzimas 
ou de células livres para a preparação de substâncias e materiais essenciais no dia-
a-dia (MESSIAS et al., 2011). 
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Um dos maiores desafios desse novo milênio em todas as áreas da 
química é desenvolver tecnologias “limpas” cada vez menos prejudiciais ao meio 
ambiente. Na química orgânica, pesquisas vêm sendo feitas para encontrar 
catalisadores mais “verdes” que sejam ao mesmo tempo eficientes, seletivos, não 
poluentes e que possam ser usados até em solventes aquosos. Os seres vivos já 
possuem esses tipos de catalisadores as enzimas.  
A biocatálise refere-se ao uso de enzimas ou células como catalisadores 
para a síntese de moléculas orgânicas. A redução do impacto ambiental e a grande 
seletividade dos processos enzimáticos inserem a biocatálise no contexto da 
química verde e na tecnologia quiral (preferência em sintetizar um enantiômero a 
outro, por exemplo) (OLIVEIRA; MANTOVANI, 2009). 
Devido as suas múltiplas aplicações, o interesse pela biocatálise vem se 
tornando maior a cada dia. Encontramos alguns exemplos de aplicações da 
biocatálise na fabricação de fertilizantes e defensivos agrícolas, fármacos (química 
fina), na indústria de processamento de alimentos e de petróleo dentre outros (LIMA, 
2012; YAZBECK et al., 2004).  
 
 
Figura 8. Propriedades da biocatálise no contexto da química verde e na 
          tecnologia quiral. 
                   Fonte: OMORI (2010). 
 
Talvez, a principal vantagem do uso da biocatálise na química, seja a sua 
aplicação para obtenção de compostos quirais, ou seja, na produção de 
substâncias enantiomericamente puras (COMASSETO et al., 2004; LIMA, 2012). No 
entanto, existem várias restrições no uso da biocatálise, pois muitas enzimas não 
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suportam maiores temperaturas ou até mesmo o uso de determinados solventes. 
Devido a isso, a associação da biocatálise com a síntese orgânica ilustrada na figura 
8, é fundamental, no desenvolvimento de novas moléculas mais complexas, estáveis 
e eficazes para aplicação nos mais diversos segmentos e com um foco especial em 
meio ambiente e no tratamento de doenças.  
O desenvolvimento de novas tecnologias tem produzido enzimas mais 
compatíveis com solventes orgânicos e altas temperaturas, tornando esses 
biocatalizadores mais disponíveis para aplicação industrial em biocatálise, 
representando uma alternativa técnica e economicamente viável para a aplicação 
em processos ambientais, na obtenção de biocombustíveis, no melhoramento de 
processos convencionais e obtenção de produtos com procedimentos sustentáveis 
(WANG; DAI, 2010; LIMA, 2012)  
O processo de biotransformação abrange os processos de bioconversão, 
isolamento e purificação do produto que condicionam o desenvolvimento e a 
otimização integrados de um processo biotecnológico (AIRES-BARROS, 2002). 
 
3.7.2.3.1 Aplicação de lipases no tratamento de efluente com alto teor de 
lipídios 
Os efluentes ricos em óleos e graxas têm causado danos ao meio 
ambiente, pois os compostos lipídicos formam uma película impermeável na 
superfície da água evitando a passagem do oxigênio do ar para meio aquático, 
comprometendo a sua biodiversidade.  
Os micro-organismos hidrolisam os triacilglicerídeos em meio extracelular, 
por ação de lipases, produzindo ácidos graxos e glicerol. As lipases (triacilglicerol 
acil hidrolases, E.C.3.1.1.3) pertencem a um grupo de enzimas hidrolíticas que 
atuam na interface orgânica-aquosa, catalisando a hidrólise de ligações éster-
carboxílicas e liberando ácidos e alcoóis orgânicos presentes em acilgliceróis 
(SAXENA et al., 2003).  
As lipases vêm sendo usadas na remoção de gorduras de aeradores de 
estações de tratamento que empregam lodo ativado para manter o fornecimento de 
oxigênio necessário à biomassa na degradação da matéria orgânica (MENDES et 
al., 2005). Essas enzimas reduzem os níveis de sólidos suspensos e lipídios, 
favorecem o tratamento anaeróbio e desobstrução de filmes de óleos em tubulações 
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com aumento da vida útil dos equipamentos (DARVISHI et al., 2009; NWUCHE; 
OGBONNA, 2011).  
As lipases podem ser utilizadas diretamente na forma bruta (caldo 
fermentado), em complexos enzimáticos contendo outras hidrolases, tais como 
proteases, amilases e celulases ou isoladas; além disso, consórcios microbianos 
podem ser empregados na remoção de óleos e gorduras para promover um pré-
tratamento do efluente antes da digestão anaeróbia (COLLA; REINEHR; COSTA,  
2012; MENDES et al., 2005; MONGKOLTHANARUK; DHARMSTHITI, 2002).  
Uma boa variedade de micro-organismos tem sido usada nesse processo, 
diretamente ou por meio de suas enzimas hidrolíticas, tais como Pseudomonas 
aeruginosa (DHARMSTHITI; KUHASUNTISUK, 1998), Yarrowia lipolytica (DE 
FELICE; PONTECORVO; CARFANGA, 1997), Candida rugosa (MITA et al., 2010), 
Geotrichum candidum (ASSES et al., 2009), Aspergillus awamori (BASHEER et al., 
2011) e Penicillium restrictum (JUNG; CAMMAROTA; FREIRE, 2002).  
Vários estudos têm sido realizados para verificar a possibilidade de cultivo 
de micro-organismos produtores de lipases do gênero Yarrowia e Penicillium 
associados com a digestão de efluentes como o da extração de azeite de oliva e o 
soro de queijo (MENDES; PEREIRA; CASTRO, 2006; ROBLES et al., 2000).  
Roveda e colaboradores (2010) investigaram novas fontes para 
otimização da sua produção de lipase, eles isolaram fungos em efluentes de 
laticínios e avaliaram a produção de lipases pelas diferentes cepas por fermentação 
submersa, utilizando o próprio efluente como substrato, para selecionar enzimas 
com grande capacidade de degradar lipídeos. Os resultados indicaram gêneros 
Aspergillus e Penicillium como bons produtores de lipases. 
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4  Materiais e Métodos  
4.1 Micro-organismo 
A levedura Yarrowia lipolytica (URM 1120) de sinonimia Candida 
lipolytica, foi cedida pela Universidade Federal de Pernambuco UFPE, sendo 
repicada em tubos com meio Sabouraud, incubada a 28 °C por 24 h, e armazenada 
a 4 °C.  
4.2 Meio de produção de lipases  
  Para o meio de produção o inóculo foi suspenso em 10 mL de água 
estéril sendo a concentração de células ajustada para 106 UFC.mL-1 . O cultivo foi 
realizado em frascos de Erlenmeyer de 250 mL com volume útil de 100 mL do meio 
de cultivo, sob agitação em orbital a 150 rpm e a 28 °C. 
 As amostras foram centrifugadas e filtradas em papel filtro cujo extrato 
metabólico foi utilizado para determinações da atividade lipásica com 24, 48, 72, 96 
e 120 h de cultivo.   
O meio de cultura foi formulado com a adição dos substratos lipídicos: 
soro de queijo e oliva, em meio basal de composição g/L: KH2PO4 1,5; K2HPO4  0,55 
; NH4Cl 0,6 ; MgSO4  0,5; NaCl 0,1; CaCl2  0,1; Tween-80.  
Para a análise dos efeitos dos fatores (substratos e pH) sobre a variável 
resposta atividade lipásica foi realizada em um planejamento fatorial 23 com três 
repetições no ponto central, conforme tabela 5. 
 
Tabela 5. Fatores e níveis do planejamento fatorial completo 23 
Fatores Níveis 
-1 0 +1 
Soro de queijo (%) 40 60 80 
Azeite de oliva (%) 0 0,1 0,2 
pH 6,0 7,0 8,0 
 
4.3 Produção do bioproduto com atividade lipásica 
O meio de produção para o bioproduto foi realizado em escala ampliada 
para biorreator de bancada de 2500 mL na condição do ensaio do ponto central do 
planejamento fatorial completo 23, conforme item 4.2, contendo 60% de soro de 
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queijo e 0,1% azeite de oliva a pH 7,0,em 48 h de cultivo. Para a conservação do 
bioproduto obtido foi adicionado de 0,5% de sorbato de potássio.  
4.4 Concentração do bioproduto por ultrafiltração 
Um volume de 2500 mL do bioproduto foi concentrado pelo processo de 
ultrafiltração em cassete Pellicon XL (Millipore) com membrana de celulose 
regenerada Ultracel de 5 KDa e 10 KDa NMWL com 50 cm2 (figura 9). O bioproduto 
processado foi denominado de bioproduto concentrado (retentado) e o filtrado 
(permeado). A atividade enzimática foi determinada por titulometria nas duas 
frações, onde o concentrado foi utilizado para a formulação do bioproduto e o filtrado  
descartado por não apresentar atividade lipásica.  
  
 
Figura 9.  Ultrafiltração em cassete Pellicon XL (Millipore). 
4.5 Formulação do bioproduto concentrado 
A formulação do bioproduto concentrado foi realizado segundo um 
planejamento fatorial 22 (tabela 6) investigando o efeito do glicerol e triton X-100 
como estabilizante em períodos de armazenamento 10, 22, 32 e 60 dias a 28 ±2 oC. 
Os ensaios foram realizados em Erlenmeyer com volume útil de 250 mL. 
 Tabela 6. Fatores e níveis do planejamento fatorial completo 22 
           Fator Níveis 
-1 0 +1 
Glicerol (%) 6 8 10 
Triton X-100 (%) 0 0,05 0,1 
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4.6 Caracterização do bioproduto concentrado e formulado   
Os efeitos do pH e da temperatura sobre a retenção da atividade lipásica 
foram determinados como expressão da estabilidade dos bioprodutos concentrado e 
formulado. Para isto, os substratos e os bioprodutos foram diluídos em soluções 
tampões apropriados como descrito no item 4.6.1. 
4.6.1 Caracterização do bioproduto concentrado 
O efeito do pH foi avaliado em soluções tampões: acetato de sódio 0,05 M 
(pH 4,0; 4,5 e 5,5), fosfato de sódio 0,05 M (pH 6,0; 6,5; 7,0, 7,5 e 8,0) e Tris-HCl 
(pH 8; 8,5 e 9,0) para determinação do pH ótimo para atividade lipásica. 
Posteriormente a estabilidade ao pH para atividade da enzima foi investigado sob o 
efeito do tempo de incubação de 30, 60 e 90 min  a 37 ºC.  
A temperatura ótima da atividade enzimática foi determinada para valores 
na faixa de 28 a 75 0C em pH ótimo por 10 min. Sendo posteriormente, a 
estabilidade térmica da atividade enzimática monitorada nos intervalos de tempo de 
30, 60 e 90 min nas temperaturas entre 28 e 70 ºC.  
 
4.6.2 Caracterização do bioproduto formulado  
O bioproduto utilizado para caracterização foi formulado com glicerol a 
6,0% e Triton X-100 a 0,1% a partir da melhor condição do resultado da estabilidade 
do ensaio do planejamento fatorial 22 do item 4.5. As determinações foram 
realizadas conforme descrito anteriormente na caracterização do bioproduto 
concentrado no item 4.6.1.  
4.7 Determinação de atividade lipásica  
 A atividade enzimática foi determinada de acordo com o método descrito 
por Soares e colaboradores (1999) com modificações, onde o substrato composto 
de óleo de oliva foi emulsionado com goma arábica (7%) na proporção de (1:1) em 
tampão fosfato 0,05 mM a pH 7,0, sob agitação por 10 minutos a  37 °C, utilizando o 
sistema de reação: 5 mL da emulsão, 2 mL do tampão e 1 mL da amostra. A reação 
foi interrompida pela adição de 2 mL da solução acetona/etanol (1:1). 
Os ácidos graxos livres foram titulados com a solução de KOH a 0,04 M 
na presença de fenolftaleína. O sistema em branco foi preparado substituindo 1 mL 
66 
 
  
da amostra por 1 mL de água estéril. As atividades foram realizadas em triplicata. A 
unidade internacional de atividade de lipase (UI) foi definida como a quantidade de 
enzima que produz 1 µmol de ácidos graxos por minuto nas condições da reação. 
4.8 Tratamento de efluente lácteo  
4.8.1 Redução do teor de lipídios  
O efluente lácteo soro de queijo foi cedido pela fábrica de queijos 
especiais Campo da Serra localizada no município de Pombos – PE. A investigação 
sobre análise da degradação do efluente foi realizado através de um planejamento 
fatorial 22 com ponto central (tabela 7) avaliando o efeito do bioproduto formulado e 
de um composto comercial Nutriente® no período de 48h sobre variável resposta  
redução de teor lipídios.  
Os experimentos foram realizados em frascos de Erlenmeyer com 250 mL 
de efluente lácteo, sob condições de 150 rpm, à temperatura de 28 °C, sendo 
alíquotas das amostra coletadas com 12, 24, 36 e 48 h de tratamento. 
Tabela 7. Planejamento fatorial completo 22 aplicados na investigação do 
tratamento de efluente lácteo 
Fatores 
Níveis 
-1 0 +1 
Bioproduto (%) 2 4 6 
Nutriente (%) 0,0 0,01 0,02 
 
A fim de simular concentrações de lipídios semelhantes às determinadas 
em efluentes após o descarte do soro de queijo concentrado (bruto) nos corpos d’ 
água, o mesmo planejamento fatorial da tabela 7 utilizado na redução do teor de 
lipídios do efluente bruto foi aplicado para as amostras diluídas a 50% e 25%.  
4.8.2 Determinação da eficiência do tratamento  
O melhor resultado do tratamento efluente lácteo do planejamento fatorial 
22 da Tabela 7 foi utilizado para avaliação do tratamento em escala ampliada para 
biorreator utilizando um volume de 4,5 L nas condições operacionais do item 4.8.1. 
Os parâmetros da DQO, DBO e lipídios do efluente foram adotados para analisar a 
eficiência do tratamento. 
67 
 
  
A avaliação do processo de tratamento quanto a eficiência de remoção de 
carga orgânica foi efetuada com base nos valores da DQO e DBO aplicados na 
equação 1.  
                          E = 	 #$%	#&	#$ x100                                       (eq. 1) 
Onde: 
E - Eficiência de remoção em porcentagem (%); 
C0 - Valor de concentração inicial ou efluente bruto em mg/L; 
Cf - Valor de concentração final ou efluente tratado em mg/L. 
 
Quanto à avaliação do potencial de biodegradabilidade do efluente final, 
esta foi realizada de acordo com Von Sperling (2005), por meio da seguinte relação 
equação 2: 
        
                                           R = 
*+,*-,                                              (eq. 2) 
                    
  
Sendo: 
R - Relação Adimensional; 
DQO - Valor da DQO do efluente bruto e tratado; 
DBO - Valor da DBO do efluente bruto e tratado. 
 
4.9 Determinações analíticas físico-químicas  
Análises físico-químicas do efluente lácteo (soro de queijo) foram 
realizadas para a determinações do  pH, teor de lipídios e a demanda química e 
bioquímica de oxigênio (DQO) e (DBO) segundo metodologias descritas no item 4.9. 
A determinação do teor de lipídios foi realizada pelo método de Gerber, 
de acordo com a Instrução Normativa MAPA nº 68 de 12/12/06 para controle físico-
químicos do leite e produtos lácteos e DO Instituto Adolfo Lutz (IAL, 1985).  
O método baseia-se na quebra da emulsão do soro de queijo com ácido 
sulfúrico (H2SO4) e na utilização do álcool amílico (C5H12O) como substância 
desemulsificante. A reação ocorreu em butirômetro e a seguiu-se o processo de 
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centrifugação para separação das fases. Sendo o resultado do teor de lipídios obtido 
por leitura direta na haste graduada do butirômetro e expresso em percentagem. 
A análise da demanda química e bioquímica de oxigênio (DQO) e (DBO) 
seguiu o princípio estabelecido por Standard Methods (1998 e 2012).  
O processo de análise do DQO foi realizado utilizando uma solução 
digestora constituida de ácido sulfúrico (H2SO4) e dicromato de potássio (K2Cr2O7) 
como agente oxidante da matéria orgânica, e a reação foi catalisada por sulfato de 
prata (Ag2SO4) a 150 ± 2 ºC por 2 horas. Posteriormente foi adicionado a solução 
indicadora de Ferroin seguindo-se o método de titulação com solução de sulfato 
ferroso amoniacal. A definição da DQO foi estabelecida como a medida da 
quantidade de oxidante químico necessário para oxidar a matéria orgânica de uma 
amostra expressa em miligramas de oxigênio por litro (mgO2/L) segundo equação 3:  
 
                            DQO	(mg	de	O2/L)		= -%: ;<;=;>???@                        (eq 3) 
 
onde: 
A ─ mL gastos de sulfato ferroso amoniacal na titulação da prova branca; 
B ─ mL de sulfato ferroso amoniacal gastos na titulação da amostra; 
M ─ Molaridade do sulfato ferroso amoniacal; 
f ─ fator de correção do sulfato ferroso amoniacal (determinados diariamente);  
S = mL da amostra utilizados na análise.	
A determinação da demanda bioquímica de oxigênio (DBO), que consistiu 
nas medições da concentração de oxigênio dissolvido (OD) nas amostras, diluídas 
ou não, antes e após o período de incubação inicial de 22 dias e padronizada para 5 
dias na sequência a 20 ºC  pelo método eletrométrico com o aparelho oxímetro 
(sensor oxitop). As amostras foram transferidas para frascos âmbar sob quantidade 
suficiente de micro-organismos e solução nutriente constituída dos seguintes 
reagentes: Solução tampão pH 7,2 (fosfato); Solução de sulfato de magnésio 
(MgSO4 . 7H2O) 2,25%; Solução de Cloreto de cálcio (CaCl2) 2,75%; Solução de 
Cloreto férrico (FeCl3 . 6H2O) 0,025% em água saturada de oxigênio. 
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A DBO de uma amostra foi expressa em miligramas de oxigênio por litro 
(mgO2/L) calculada segundo a equação 4:  
  
                                     DBO (mgO2/L) = (ODi – ODf) x fd                                (eq 4) 
 
Onde:  
ODi = concentração de O2 dissolvido inicial medido no sensor oxitop 
ODf = concentração de O2 dissolvido medido no sensor oxitop após o período de 
incubação  
% de diluição = diluição prévia da amostra ( d1, d2, d3,...) 
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5. Resultados e Discussão 
5.1 Caracterização de efluente lácteo  
O efluente lácteo denominado soro de queijo, coletado na fábrica de 
Campo da Serra, foi utilizado nessa pesquisa como substrato para produção de 
lipases por Yarrowia lipolytica. A determinação da composição química do soro de 
queijo apresentou os seguintes resultados: 91,93 % de água, 4,4 % de carboidratos 
(lactose 3,55 %), 1,09 % lipídios e 2,55 % de proteínas.  
Devido a sua composição química e por apresentar potencial para 
produção de metabólitos microbianos, o soro de queijo foi usado neste trabalho 
como principal componente do meio de cultivo para produção de lipase por cultivo 
submerso.  
 
5.2 Produção de lipases por Yarrowia lipolytica  
O resultado da investigação do planejamento fatorial 23 para o meio de 
cultura alternativo formulado com a adição dos substratos lipídicos: soro de queijo e 
azeite de oliva em meio basal é apresentado na tabela 8.  
Verificou-se que a maior produção de lipases (172 U/mL) ocorreu no 
ensaio 2, com 120 horas de cultivo no meio composto por 80% de soro de queijo na 
ausência de azeite de oliva e pH 6,0 . No entanto, verificou-se neste planejamento 
que produções da mesma ordem de grandeza (160 U/mL) foram obtidos com a 
média dos resultados dos ensaios do ponto central com 48h de cultivo na presença 
de soro de queijo 60% e azeite de oliva 0,1% em pH 7,0. Como o fator tempo é um 
parâmetro representativo sob o ponto de vista custo de produção industrial esta 
condição foi utilizada posteriormente para produção do bioproduto. 
A concentração do soro de queijo no meio de cultivo exerceu efeito 
positivo de maior significância nos intervalos de tempo investigados para a produção 
de lipases. Também ficou evidenciado que o azeite de oliva exerceu efeito positivo 
estatisticamente significativo sobre a produção de lipases. Como visualizado no 
gráfico de Pareto figura 10, a interação entre o soro de queijo e o azeite de oliva não 
exerceu efeito significativo sobre a produção de lipases. 
 
71 
 
  
Tabela 8. Matriz codificada do planejamento fatorial 23 dos efeitos dos fatores (substratos e pH) 
sobre a variável resposta atividade lipásica no período de 120h  
Ensaios Fatores Atividade Lipásica  (U/mL) 
 Soro de queijo % Azeite de oliva % pH 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 
1 -1 -1 -1 68 42 38 16 0 
2 +1 -1 -1 72 116 145 150 172 
3 -1 +1 -1 20 70 50 28 5 
4 +1 +1 -1 50 138 115 76 24 
5 -1 -1 +1 18 66 80 43 15 
6 +1 -1 +1 35 90 75 40 22 
7 -1 +1 +1 6 44 30 17 17 
8 +1 +1 +1 26 92 103 76 60 
9 0 0 0 85 160 130 146 150 
10 0 0 0 70 158 138 138 130 
11 0 0 0 68 162 140 136 140 
 
 
 
Figura 10. Diagrama de Pareto do planejamento fatorial 23 dos efeitos padronizados para análise 
dos fatores (substratos e pH) sobre a variável resposta  produção de lipases com 48 h de cultivo. 
 
O azeite de oliva é um dos indutores mais utilizado na produção lipases 
em relação a outros óleos, justificando a sua investigação neste trabalho. Segundo 
Brígida e colaboradores (2014), as fontes de carbono e nitrogênio, pH do meio, 
temperatura e concentração de oxigênio dissolvido são fatores determinantes na 
produção de lipases.  
Kebabci e Cihangir (2012) utilizando sulfato de amônio (1%) como fonte 
de nitrogênio e óleo de oliva (1%) obtiveram atividade lipásica máxima produzida 
pela levedura Yarrowia lipolytica de 10,67 U/mL. Silva e colaboradores (2014), 
utilizando também Y. lipolytica na presença dos substratos glicerol, azeite de oliva e 
soro de queijo obteve 132 U/mL de atividade lipásica. 
Moftah e colaboradores (2013) testaram a capacidade de crescimento e 
produção de lipases da levedura Y. lipolytica por fermentação submersa em meio 
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contendo águas residuais contendo azeite de oliva. A Y. lipolytica produziu  lipase 
com atividade máxima de 160 UI/dm3 no quinto dia de fermentação. 
Em estudos realizados por Fonseca e colaboradores (2012), para 
avaliação do meio composto por águas residuais contendo azeite de oliva na 
produção de lipases por Yarrowia lipolytica, Candida cylindracea e Candida rugosa. 
Os melhores resultados foram obtidos nas primeiras horas de cultivo, especialmente 
para C. cylindracea, que apresentou maior produtividade de lipase extracelular (30 
UL/h), em comparação com C. rugosa (20 UL/h) e Y. lipolytica (7 UL/h). 
Yadav e colaboradores (2011) determinaram atividade máxima de lipase 
15,2 UI/mL produzida por Y. lipolytica a 20 ºC e pH inicial 5,5 na presença de Tween 
80 com 24h de cultivo.  
 
5.3 Avaliação da estabilidade do bioproduto formulado  
  
Na etapa de produção e concentração do bioproduto para posterior 
formulação foi considerada a condição do ponto central do planejamento fatorial da 
tabela 8 do item 5.2, em 48h de cultivo.  
O processo de ultrafiltração empregado para concentração do bioproduto 
possibilitou um aumento da atividade lipásica de 160 U/mL para 235 U/mL. 
Posteriormente, a formulação do bioproduto utilizando a adição de 
substâncias com propriedades estabilizantes produziu um perfil diferenciado da 
atividade lipásica como demonstrado na matriz codificada (tabela 9). 
Resultados significativos sobre a estabilidade máxima da atividade 
lipásica de 420 U/mL e 398 U/mL foram determinadas respectivamente após 
armazenamento por 22 e 32 dias do bioproduto formulado na presença de glicerol 
6,0% e do surfactante triton X-100 0,1% do ensaio 3, o qual passou a servir de base 
para a formulação do bioproduto.  
O resultado apresentado no diagrama de Pareto figura 11, demonstrou 
que o triton X-100 foi a única variável positiva estatisticamente significativa para a 
ação estabilizante.  
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Tabela 9. Matriz codificada do planejamento fatorial 22 dos efeitos dos fatores estabilizantes e tempo 
de retenção sobre a variável atividade lipásica (U/mL) para a formulação do bioproduto 
Ensaio Estabilizantes Retenção (dias) Glicerol Triton X-100 0 10 22 32 60 
1 -1 -1 270 329 375 390 184 
2 1 -1 235 306 352 364 150 
3 -1 1 293 342 420 398 210 
4 1 1 277 335 400 392 204 
5 0 0 207 302 290 281 160 
6 0 0 212 300 290 276 150 
7 0 0 208 301 288 285 160 
	
	
Figura 11. Diagrama de Pareto dos efeitos padronizados para análise de fatores dos ensaios em 
resposta a retenção de atividade lipásica (U/mL) no planejamento fatorial completo 22 para 
formulação do bioproduto com 22 dias de armazenamento. 
 
5.3.1 Efeito do pH sobre a atividade lipásica do bioproduto concentrado e 
formulado 
A figura 12 e 13 ilustram os resultados dos ensaios realizados para 
determinação do pH ótimo da atividade enzimática do bioproduto concentrado, e do 
bioproduto formulado investigados em tampão apropriados para determinação do 
pH. 
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Figura 12. pH ótimo da atividade lipásica do bioproduto concentrado. 
 
 
 
Figura 13. pH ótimo da atividade lipásica do bioproduto formulado. 
 
O efeito do pH sobre a atividade lipásica do bioproduto concentrado  
apresentou  picos da atividade a pH 5 e 7 cujos valores foram 201 U/mL e 218 U/mL 
respectivamente. O bioproduto formulado apresentou um aumento da atividade 
lipásica com 340 U/mL e 386 U/mL nos pH 4,5 e 7 respectivamente. Verifica-se, que 
a atividade lipásica dos bioprodutos diminuiu exponencialmente na faixa de pH 
acima de 7. 
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Para muitas enzimas, o pH ótimo é determinado a partir de uma curva do 
efeito do pH na atividade enzimática. Porém, algumas enzimas não apresentam um 
único valor de pH ótimo, mas uma faixa de pH onde a atividade enzimática é 
máxima (HOGGETT; KELLETT, 1976). 
A literatura apresenta resultados de pH ótimo para lipases microbianas 
numa faixa de valores semelhantes aos determinados neste trabalho para Yarrowia 
lipolytica. O pH ótimo de atividade lipásica determinado por Maldonado (2006) para 
a enzima bruta e purificada produzida por Geotrichum candidum também foi igual a 
7,0. Duas espécies de Aspergillus isoladas de solo contaminado com óleo diesel 
foram selecionadas por Colla e colaboradores (2015) como bons produtores de 
lipases; essas enzimas obtidas por fermentação submersa apresentaram atividade 
ótima em pH 7,2. Yadav e colaboradores (2011) caracterizaram lipase purificada 
produzida por Y. lipolytica e observaram pH ótimo 5,0 e a estabilidade no intervalo 
de pH 4-6, com perda de 50% da atividade em pH 6,0 e ficando inativa a pH 7,0. 
 
5.3.2 Efeito da temperatura sobre a atividade lipásica dos bioprodutos 
concentrado e formulado 
O efeito da temperatura sobre a atividade lipásica dos bioprodutos 
concentrado e formulado em pH ótimo estão ilustrados nas figuras 14 e 15. Observa-
se nas figuras uma redução da atividade enzimática em temperaturas acima de 45 
oC. 
A determinação da temperatura ótima para o bioproduto concentrado foi 
de 45 0C na qual a atividade lipásica máxima atingiu 206 U/mL. Para o bioproduto 
formulado observou-se um aumento da atividade lipásica máxima de 330 U/mL 
determinada na temperatura ótima de 40 0C.  
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Figura 14. Temperatura ótima da atividade lipásica do bioproduto concentrado. 
 
 
Figura 15. Temperatura ótima da atividade lipásica do bioproduto formulado. 
 
As lipases microbianas têm sua temperatura ótima de máxima atividade 
em torno de 30 °C. No entanto, diversos trabalhos citam temperaturas na faixa de 37 
a 45 ºC como sendo ótima para atividade lipásica (COLLA et al., 2015).  
Na investigação da produção de lipase por Yarrowia lipolytica, Yadav e 
colaboradores (2011) determinaram atividade máxima da enzima a 20 ºC. A 
produção de lipases foi reduzida quando a levedura foi cultivada a 15 ºC. Os autores 
observaram que com temperaturas mais elevadas de 25 e 30 ºC ocorreu uma 
diminuição significativa na produção de lipases.  
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5.3.3 Análise da estabilidade do bioproduto concentrado e formulado  
  
Os resultados de atividade lipásica para o bioproduto concentrado e para o 
bioproduto formulado apresentaram maiores estabilidades em pH 7,0 com 94% e 
95% respectivamente, em 30 min de incubação (figura 16 e figura 17).  
 
           	
Figura 16. Efeito do pH na estabilidade do bioproduto concentrado 
 
 
Figura 17. Efeito do pH na estabilidade do bioproduto formulado 
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Observa-se, que após 60 minutos de incubação, retenções de 90% e 88% 
foram encontradas respectivamente para o bioproduto formulado e o concentrado 
ambos a pH 7.  
Ressalta-se, que o bioproduto formulado manteve 82% de sua atividade 
após 90 min. de incubação, enquanto que para o bioproduto concentrado  observou-
se uma redução da sua estabilidade para 65%.  
Em relação aos efeitos do pH sobre a estabilidade da lipase livre 
produzida por Yarrowia lipolytica, Akil e colaboradores (2016), obtiveram atividade 
inicial a pH 5 e 7 durante quatro horas de incubação.  
Santos e colaboradores (2014) investigaram a estabilidade da lipase 
produzida por Y. lipolytica, onde tanto a enzima concentrada por ultrafiltração, 
quanto  a lipase purificada  apresentaram retenções de atividades de 50%, após 150 
min com temperaturas numa faixa de 20 a 50 0C a pH entre 4 e 8,5. 
Prabhakar e colaboradores (2012) avaliaram a estabilidade enzimática de 
lipases produzidas por Rhizopus sp e constataram que, incubando amostras em 
soluções tampão de pH diferentes, variando de 2 a 10, as amostras foram estáveis 
até pH 5,5 com retenção de 90% da sua atividade. O declínio da atividade foi 
observado com o aumento do pH; apenas 20% de sua atividade original foi retida a 
pH 7,5. 
A figura 18 e a figura 19 apresentam a curva de retenção da atividade 
lipásica em função da temperatura e do tempo de incubação, respectivamente para 
o bioproduto concentrado e o bioproduto formulado. 
Os resultados demonstram que, em comparação com o bioproduto 
concentrado, o bioproduto formulado apresentou maior estabilidade entre 28 °C e 60 
0C, para todos os tempos de incubação. Verificando-se que após 90 minutos de 
incubação a 60 0C a retenção de atividade lipásica foi 94% enquanto para o 
bioproduto concentrado no mesmo período de tempo a retenção de atividade 
lipásica foi 66%. 
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     Figura 18. Efeito da temperatura na estabilidade do bioproduto concentrado em 30, 
60 e 90 minutos de incubação. 
	
	
  Figura 19. Efeito da temperatura na estabilidade do bioproduto formulado em 30, 60 e     
  90 minutos de incubação. 
 
A estabilidade térmica de lipases é fundamental para a sua aplicação em 
processos industriais. Lipases termoestáveis têm sido isoladas a partir de fontes 
microbianas como Mucor, Rhizopus, Aspergillus sendo a levedura Yarrowia lipolytica 
uma das mais empregadas em processos biotecnológicos (COLLA et al., 2015; 
SINGH; MUKHOPADHYAY, 2012). 
Akil e colaboradores (2016) investigaram a produção de lipase por Y. 
lipolytica, a enzima em sua forma livre manteve 80% da atividade inicial após 4 h de 
incubação nas temperaturas 20 e 30 oC. Contudo verificaram que o aumento da 
temperatura para 40 oC reduziu a atividade residual para 70%.  No mesmo estudo, 
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quando a enzima foi imobilizada sobre nanopartículas magnéticas foi observado um 
aumento na estabilidade térmica da lipase na faixa de 20 a 50 oC,  com retenção de 
90%.  
A temperatura de atividade máxima determinada por Yadav e 
colaboradores (2011) para a lipase purificada produzida por Y. lipolytica foi 25 °C. A 
enzima se mostrou estável na faixa de 10 a 30 ºC perdeu cerca de 40% da atividade 
em temperaturas acima de 30 ºC e foi completamente inativada após 6 horas de 
incubação a 35 e 45º C.  
 
6. Tratamento de Efluente Lácteo Soro de Queijo para Redução do Teor de     
Lipídios  
  
Os resultados na redução do teor de lipídios (óleos e gorduras) no 
efluente lácteo com a utilização do planejamento fatorial 22 sobre as interações dos 
efeitos do bioproduto formulado com o composto comercial (Nutriente ®) estão 
apresentados na tabela 10.  
Verificou-se que a maior redução do teor de lipídios, que foi de 96% 
ocorreu com 48 horas de tratamento no ensaio 2 do planejamento, na presença de 
6% do bioproduto formulado e com ausência do composto comercial.  
   
Tabela 10. Matriz decodificada do planejamento fatorial 22 dos efeitos dos fatores bioproduto, 
nutriente e do tempo sobre a variável redução do teor de lipídios 
Ensaio Bioproduto 
(%) 
Nutriente 
(%) 
Redução do teor de lipídios (%) 
 12 h 24 h 36 h 48h 
1 2 0,0 10 41 68 79 
2 6 0,0 14 53 87 96 
3 2 0,02 8 45 84 87 
4 6 0,02 15 52 77 85 
5 4 0,01 17 62 78 89 
6 4 0,01 19 61 82 91 
7 4 0,01 17 61 81 91 
 
   
Os resultados dos efeitos e das interações do bioproduto formulado e do 
composto comercial Nutriente na redução do teor de lipídios no efluente com soro de 
queijo, em 48 h de tratamento, demonstra que o aumento da concentração do 
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bioproduto formulado foi a única variável que gerou efeito positivo estatisticamente 
significativo como demonstrado  no gráfico de Pareto, na figura 20. 	
 
Figura 20. Diagrama de Pareto do planejamento fatorial 22 dos efeitos padronizados para análise 
dos fatores (Bioproduto e nutriente) sobre a variável resposta redução do teor de lipídios com 48 h 
de tratamento. 	
  
Por outro lado, o elevado valor nutricional desse efluente favoreceu a sua 
degradabilidade, o que potencializou a atuação do bioproduto formulado na redução 
do teor de lipídios. Contudo, apesar do elevado percentual de degradação o efluente 
ainda apresentou teores mínimos de lipídios de 436 mg/L, valor este, ainda acima do 
estabelecido pela legislação ambiental. 
Os resultados para as amostras de efluente diluídas para 50% e 25 % da 
concentração inicial, apresentaram respectivamente 5300 mg/L e 2600 mg/L do teor 
lipídios correspondendo a níveis semelhantes aos dos efluentes gerados pelas 
indústrias de laticínios onde são muitas vezes diluídos quando descartados nos 
corpos d’água. 
Os resultados da aplicação do bioproduto formulado na redução dos 
teores de lipídios para as amostras de efluente diluídas nas condições do 
planejamento fatorial 22 utilizado para o tratamento de efluente estão apresentados 
na tabela 11 e tabela 12.   
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Tabela 11. Matriz decodificada do planejamento fatorial 22 sobre os efeitos dos fatores bioproduto, 
nutriente e do tempo sobre a variável redução do teor de lipídios no efluente diluído a 50% 
Ensaio Bioproduto 
(%) 
Nutriente 
(%) 
Redução do teor de lipídios (%) 
 12 h 24 h 36 h 48h 
1 2 0,0 18 59 76 85 
2 6 0,0 31 81 94,5 98 
3 2 0,02 13,5 57 83 89 
4 6 0,02 28,5 65 84 91 
5 4 0,01 32,5 73 91 89 
6 4 0,01 31 70 90 91 
7 4 0,01 33 74 92 91 
	
Tabela 12. Matriz decodificada do planejamento fatorial 22 sobre os efeito dos fatores bioproduto, 
nutriente e do tempo sobre a variável redução do teor de lipídios no efluente diluído a 25%  
Ensaio Bioproduto 
(%) 
Nutriente 
(%) 
Redução do teor de lipídios (%) 
 12 h 24 h 36 h 48h 
1 2 0,0 28 72 83 88 
2 6 0,0 49 89 97 99 
3 2 0,02 26 65 88 91 
4 6 0,02 37 76 89 94 
5 4 0,01 39 84 92 92 
6 4 0,01 37 82 93 91 
7 4 0,01 37 84 92 91 
 
A amostra diluída a 50% apresentou uma redução nos teores de lipídios 
de 94,5% com 36 h e de 98% com 48 h de tratamento, no ensaio 2 do planejamento 
fatorial, atingindo uma concentração mínima de 106 mg/L de lipídios. 
Para a amostra diluída a 25% a remoção de lipídios atingiu 97% com 36 h 
e 99% com 48 h de tratamento, onde a mínima concentração foi de 26 mg/L, tendo 
também como a melhor condição o ensaio 2 do planejamento fatorial.   
Os resultados do tratamento na redução dos teores de lipídios para as 
amostras diluídas satisfazem a exigência da legislação ambiental e demonstram o 
potencial do bioproduto formulado para aplicação no tratamento em escala 
ampliada. 
As figuras 21 e 22 apresentam os Diagramas de Pareto referente ao 
planejamento fatorial 22 para análise da aplicação do bioproduto formulado com ou 
sem a presença de nutriente no tratamento de efluente soro de queijo diluídos a 50% 
e 25%.  
Na remoção de lipídios das amostras diluídas do soro de queijo, o 
comportamento foi idêntico ao observado no tratamento do soro bruto, onde o 
aumento da concentração do bioproduto nos níveis de concentração estudadas foi a 
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única variável que produziu efeito positivo estatisticamente significativo em todos os 
tempos investigados.  
	
Figura 21. Diagrama de Pareto do planejamento fatorial 22 dos efeitos padronizados para análise 
dos fatores (Bioproduto e nutriente) sobre a variável resposta redução do teor de lipídios com 48 h 
de tratamento de efluente  diluído a 50%.   
 
	
  Figura 22. Diagrama de Pareto do planejamento fatorial 22 dos efeitos padronizados para análise   
  dos fatores (Bioproduto e nutriente) sobre a variável resposta redução do teor de lipídios com 48 h   
  de tratamento de efluente  diluído a 25%.   
 
6.1 Avaliação da eficiência do tratamento de efluente lácteo soro de queijo pelo 
bioproduto formulado 
 
Os valores iniciais para as amostras de efluente bruto e diluído 
apresentaram uma elevada carga orgânica (tabela 13).   Para o efluente bruto os 
níveis de DQO foram 85.600 mgO2/L e DBO 67.005 mgO2/L. Os efluentes diluídos a 
50% e 25%  apresentaram respectivamente DQO de 42.000 e 21.150 mgO2/L e DBO 
de 33.000 e 16.450 mgO2/L.  
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A aplicação do bioproduto formulado na redução dos níveis da DQO e 
DBO para as amostras de efluente bruto e diluído mostraram reduções significativas 
no período de 48 h de tratamento.  
Observou-se, para o efluente bruto após o tratamento, valores de DQO de 
6.650 mgO2/L e de DBO para 3.280 mgO2/L mostrando respectivamente uma 
eficiência de  91,68 % e 94,25%.  O tratamento para os efluentes diluídos a 50% e 
25% apresentaram respectivamente valores de DQO 2.520 e 1.269 mgO2/L e DBO 
990 e 493,5 mgO2/L evidenciado uma eficiência de 94% na redução da DQO e de 
97% para DBO sendo observados valores idênticos para ambas as diluições (tabela 
14).  
 
Tabela 13. Níveis de DQO, DBO e biodegradabilidade (BD) para amostras de efluente bruto e diluído 
com e sem tratamento em período de 48h  
Parâmetros B BT 50% T 50% 25% T 25% 
DQO (mgO2/L) 85.600 6.650 42.000 2.520 21.150 1.269 
DBO (mgO2/L) 67.005 3.280 33.000 990 16.450 493,5 
BD (DQO/DBO5) 1,28 2,03 1,27 2,55 1,29 2,57 
* B efluente bruto, BT efluente bruto tratado, T 50% e T 25% efluentes diluídos tratados 	
 
Tabela 14. Eficiência da aplicação do bioproduto formulado na redução dos níveis de DQO e DBO 
em período de 48h de tratamento para as amostras de efluente bruto (EB) e diluídas a 50% e 25% 
Parâmetros Amostras Tempo (h) 
12 24 36 48 
DQO 
* EB 6,5 51,5 84,4 91,68 
50% 17 67,5 90,4 94 
25% 22 71 92 95 
DBO EB 15,5 52,8 83,1 94,25 50% 32 69 91 97 
25% 37 73 92,5 97 
 
A análise sobre a biodegradabilidade de efluente medida pela relação 
DQO/DBO5 mostrou o caráter biodegradável do efluente bruto e diluído tendo um 
aumento deste parâmetro após o tratamento com bioproduto formulado. 
Os valores de biodegradabilidade determinados para o efluente bruto 
antes e depois do tratamento com o bioproduto formulado foram respectivamente de 
1,28 e 2,03. 
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Para as amostras de efluente diluído a 50% e 25% as 
biodegradabilidades iniciais foram respectivamente de 1,27 e 1,29 e após o 
tratamento foram obtidos valores de 2,55 e 2,57. 
O resultado da relação DQO/DBO5 com valores menores que 2,5 indica 
que o efluente possui caráter de biodegradabilidade elevado (VON SPERLING, 
2005).  Também, é indicado que a relação DQO/DBO5 tendem a aumentar em 
comparação com os determinados no início do tratamento. Isso ocorre devido à 
redução seqüencial da fração biodegradável presente no soro. Assim, quanto maior 
a eficiência do tratamento biológico na remoção da matéria orgânica biodegradável, 
maior será a relação entre os valores tratados de DQO e DBO5 podendo chegar a 
4,0 ou 5,0 quando comparados com os resultados brutos da relação DQO e DBO5 
(POKRYWIECKI et al., 2013).  
Quanto ao período de tempo do tratamento enzimático verificou-se com 
36 e 48 h resultados acima de 80% na redução dos parâmetros de DQO e DBO 
satisfazendo as exigências estabelecidas pela resolução CONAMA 430/11 
(CONAMA, 2011) que determina 60% como valor mínimo para a remoção da DBO. 
A utilização de micro-organismos nos processos de biodegradação de 
efluentes com elevada carga orgânica, devido principalmente a presença de óleos e 
gorduras tem sido investigada por diversos autores. Leveduras do gênero Yarrowia e 
Penicillium apresentam potencial de metabolização de substratos como azeite de 
oliva, soro do queijo e glicerol, com produção de bioprodutos com atividade 
enzimática e/ou surfactante. 
Resultados eficientes da degradação de efluentes contendo 146,0 g.L-1 de 
DQO e 16,0 g.L-1 de gorduras oriundos do processamento de azeite de oliva por 
céllulas de Yarrowia lipolytica durante 24 horas foram relatados (DE FELICE; 
PONTECORVO; CARFANGA, 1997). Além de uma redução no valor da DQO de 
80%, foi obtido um meio fermentado rico em atividade lipolítica e produzidos 22,5 g/L 
de biomassa celular (Single Cell Protein).  
Robles e colaboradores (2000) usaram uma linhagem da espécie 
Penicillium P4, isolada de efluente gerado na extração de azeite de oliva na 
biodegradação desse mesmo efluente contendo 114,0 g.L-1 de DQO. Após 20 dias 
de incubação a 28 ºC, a DQO do efluente apresentou uma redução de 61%.  
86 
 
  
Valente e colaboradores (2010) avaliaram a aplicação de preparado 
enzimático sólido (PES) produzido pelo Penicillium simplicissimum rico em lipase no 
tratamento de efluente da indústria de conservas de pescado. Os resultados 
demonstraram uma redução na DQO de 91 a 95%, a partir de um efluente contendo 
óleos e gorduras na faixa de 1500 mg.L-1. (LEAL et al., 2006) também realizaram 
estudos utilizando lipases produzidas por Penicillium restrictum na presença de torta 
de babaçu para a degradação de óleos e gorduras de efluentes lácteos semi-
sintético, contendo 2 g.L-1 de leite em pó com concentrações de lipídeos na faixa de 
200 a 1000 mg.L-1 e obtiveram 91% de remoção de lipídios após 12 h de tratamento 
a temperatura de 30 °C. Comparado aos relatos da literatura, os resultados obtidos 
em nosso trabalho para o tratamento de efluente soro de queijo pelo bioproduto 
formulado com atividade lipásica demonstraram elevada eficiência na redução dos 
teores de óleos e gorduras. 
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7. Conclusões  
 
A concentração do soro de queijo no meio de cultivo exerceu efeito 
positivo de maior significância nos intervalos de tempo investigados para a produção 
de lipases. 
A formulação do bioproduto utilizando técnicas de concentração por 
ultrafiltração produziu um aumento da atividade enzimática.   
Os resultados da formulação do bioproduto com a adição de substâncias 
com propriedades estabilizantes como Triton-X, possibilitou estabilidade a uma 
ampla faixa de temperatura, indicando o seu potencial para aplicações 
biotecnológicas.  
O preparo do formulado lipásico apresentou taxas de hidrólise elevadas 
para o tratamento de efluente lácteo com soro de leite. Além disso, o custo reduzido 
pela utilização de resíduos agro-industriais na sua produção demonstra um atrativo 
econômico. 
A biodegradabilidade de efluente medida pela relação DQO/DBO5 
mostrou o caráter biodegradável do efluente bruto e após o tratamento com 
bioproduto formulado.  
Os resultados do tratamento na redução dos teores de lipídios para as 
amostras diluídas satisfazem a exigência da legislação ambiental e demonstram o 
potencial do bioproduto formulado para aplicação no tratamento em escala 
ampliada. 
Os parâmetros da DQO, DBO e lipídios, adotados na avaliação da 
eficiência do tratamento mostraram que o bioproduto formulado promoveu uma 
redução significativa destes parâmetros no efluente. 
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8. Sugestões de Trabalhos Futuros 
 
 
• Produção de lipase por Yarrowia lipolytica geneticamente modificada; 
• Determinação das propriedades catalíticas da enzima;   
• Ampliação de escala da produção para biorreator industrial; 
• Concentração e estabilização da enzima em escala industrial; 
• Aplicação da enzima em escala industrial nos processos de tratamento de 
efluentes com elevados teores de óleos e gorduras;  
 
• Validação estatística dos processos de produção, estabilização e 
aplicação da enzima.  
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